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Riassunto
Le nanoparticelle (NP) sono strutture aventi almeno una dimensione compresa
tra 1 e 100 nm e possono essere di origine naturale o di origine antropica. La
nanotecnologia, la scienza dell’infinitamente piccolo, è un importante settore
emergente che si occupa della sintesi e manipolazione di nuovi nanomateriali
utilizzati nei più svariati ambiti commerciali, industriali e biomedici. L’au-
mento dell’utilizzo delle NP è dovuto alle loro caratteristiche chimico-fisiche
che le rendono particolari e differenti dagli stessi materiali di maggiori dimen-
sioni (bulk materials), in quanto ne aumentano il rapporto area/superficie e
il numero per unità di massa con implicazioni nella loro reattività chimica,
conferiscono loro maggiore resistenza e conducibilità elettrica.
In aggiunta, le peculiari caratteristiche chimico-fisiche delle NP ne accentuano
la bioreattività, determinando quindi effetti positivi (attività antiossidante,
penetrazione delle barriere cellulari per il rilascio di farmaci, effetto antimicro-
bico), ma anche effetti negativi, come è stato dimostrato da numerosi studi
presenti in letteratura che, però, non riescono ad elaborare concordemente i
meccanismi di azione cito- e genotossici propri delle nanoparticelle.
Per ovviare a tali effetti potenzialmente negativi, recentemente la funzionaliz-
zazione/rivestimento delle NP è stato proposto come metodo per mitigarne
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l’azione tossica, così da poter usufruire appieno e in sicurezza delle loro po-
tenzialità nei vari ambiti.
A tal proposito, lo scopo di questa tesi è quello di valutare in vitro i possibili
effetti citotossici, genotossici e il potenziale cancerogeno di nanoparticelle di
biossido di zirconio (ZrO2NP) non rivestite e ricoperte con biossido di silicio o
sodio citrato. Gli studi sono stati condotti su una linea cellulare di fibroblasti
murini immortalizzati, Balb/3T3.
La citotossicità basale è stata saggiata mediante il saggio non colorimetrico di
efficienza di formazione di colonie (CFE) che valuta il potenziale clonogenico
delle Balb/3T3 in presenza delle nanoparticelle di biossido di zirconio.
La genotossicità è stata testata mediante due diversi tipi di saggi in vitro: il
test del micronucleo con blocco della citodieresi (CBMN Cytome) ed il test
della cometa.
Il test del micronucleo con blocco della citodieresi (CBMN Cytome) si basa
sul tradizionale test del micronucleo, che rappresenta un nucleo accessorio di
piccole dimensioni contenente frammenti acentrici di DNA o interi cromosomi,
quindi indice di effetti clastogeni e/o aneuploidogeni. Il CBMN Cytome
tiene conto di altri parametri come la formazione di ponti nucleoplasmatici e
gemmazioni nucleari, ma anche di parametri di citotossicità, come gli indici
apoptotici, necrotici, e di citostasi, mediante la valutazione degli indici di
proliferazione e replicazione cellulare.
Il danno primario e ossidativo al DNA sono stati valutati mediante il test
della cometa (Comet assay), il cui principio si basa sulla capacità dei fram-
menti di DNA di migrare sotto l’influenza di un campo elettrico e per cui il
danno indotto dall’esposizione di fibroblasti murini a ZrO2NP è determinato
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in relazione alla lunghezza della coda della “cometa”.
Infine è stato eseguito il test di trasformazione morfologica (Cell Trasforma-
tion Assay o CTA), un saggio in vitro che, attraverso la determinazione della
frequenza di trasformazione e del numero di foci morfologicamente alterati
di tipo-III, ha consentito una valutazione del potenziale cancerogeno delle
nanoparticelle di biossido di zirconio.
I risultati ottenuti in presenza di nanoparticelle nude, insieme con la compa-
razione delle risposte indotte dai nanomateriali rivestiti con sodio citrato e
biossido di silicio sulla loro superficie, permetteranno di valutare il ruolo di
tali rivestimenti nella citotossicità e genotossicità di ZrO2NP.
Capitolo 1
Introduzione
1.1 Nanoparticelle in campo industriale e bio-
medico
Le nanoparticelle (NP) sono strutture aventi almeno una delle tre dimen-
sioni compresa tra 1 e 100 nm (EU, 2011) e possono derivare da fenomeni
naturali, come erosioni vulcaniche, processi di combustione naturale, fonti di
inquinamento, oppure avere origine antropica mediante attività domestiche
o industriali, per le emissioni dei motori a combustione, saldatura, ed altro
ancora.
Esse presentano delle proprietà uniche e potenzialmente benefiche tanto che
il loro utilizzo sta esponenzialmente aumentando, entrando a far parte in
ogni aspetto della nostra vita. Per questo la nanotecnologia, definita come
la scienza dell’infinitamente piccolo, ha le potenzialità di avere un grande
impatto socio-economico nei diversi settori industriali, in modo particolare
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nella biomedicina con applicazioni nelle terapie e in diagnostica (Panyam e
Labhasetwar, 2003; Michalet et al, 2005).
Le nanoparticelle hanno proprietà chimico-fisiche differenti rispetto agli stessi
materiali di maggiori dimensioni; presentano infatti una maggiore area di
superficie per unità di massa, e il numero di atomi sulla superficie aumenta
esponenzialmente al diminuire della dimensione. Come conseguenza esplicano
una maggiore resistenza, conducibilità elettrica, elevata duttilità (che ne rende
la superficie facilmente modificabile), perciò spesso risultano biologicamente
più reattive (Roduner, 2006; Buzea et al, 2007; Cao e Wang, 2010).
Possono avere varia composizione chimica (metallica, polimerica, lipidica),
struttura (nanotubi, fullereni, dendrimeri), forma (sferica, bastoncellare, fusi-
forme, cilindrica, discoidale, a guscio) e dimensione (paragonabile a quella di
proteine e virus).
Scienziati e ingegneri hanno mostrato come questi nanomateriali siano utili in
ambito industriale e tecnologico per la progettazione di marmitte catalitiche
delle automobili, chip di computer e monitor ad alta risoluzione, sensori, mu-
nizioni e sistemi energetici e reattivi coinvolti nello sviluppo della tecnologia
a propulsione (Ringer e Ratinac, 2004). Ad esempio i nanotubi di carbonio
sono molto resistenti alla trazione ed al contempo molto leggeri, per cui si
prestano meglio alle applicazioni aerospaziali e automobilistiche rispetto ai
materiali tradizionali (Presting e Konig, 2003).
Anche l’industria alimentare sfrutta le proprietà delle NP, per migliorare la
qualità dei propri prodotti (Kimbrell, 2006), come anche quella cosmetica
nella produzione di creme solari (in quanto le NP, in particolare biossido di
titanio e ossido di zinco, sono capaci di bloccare le radiazioni solari UV-A),
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creme anti-age e rossetti (Doak et al, 2009; Skocaj et al, 2011).
Le ridotte dimensioni permettono l’attraversamento delle membrane cellulari
e la loro traslocazione nei vari distretti corporei mediante la circolazione
sanguigna e linfatica (Buzea et al, 2007); questo aspetto viene sfruttato per
la somministrazione di farmaci in siti bersaglio specifici (drug delivery), come
i neuroni del sistema nervoso centrale per il trattamento di patologie quali la
malattia di Alzheimer (Wilson, 2011) o di Parkinson (Brynskikh et al, 2010).
Lo sviluppo nanotecnologico ha portato a rivalutare la componente nanopar-
ticellata nel particolato atmosferico, osservando che una grande componente è
costituita da NP. Dagli studi epidemiologici è emersa una forte correlazione tra
i livelli di inquinamento del particolato atmosferico e patologie cardiovascolari,
respiratorie, vari tipi di cancro e mortalità (Buzea et al, 2007). Perciò per
poter applicare i nanomateriali alle diverse tecnologie in maniera sicura è
necessario non trascurare la loro capacità di interazione con i diversi sistemi
biologici. Nel 2010 è stato dimostrato da Calzolai e collaboratori, mediante
NMR (chemical shift perturbation analysis) e dynamic light scattering, l’intera-
zione tra nanoparticelle di oro (AuNP) e uno specifico dominio dell’ubiquitina
umana.
Tanti sono i lavori presenti in letteratura che dimostrano il potenziale tossico
di alcune di queste nanoparticelle.
Di Bucchianico e co-autori (2014) hanno osservato che a livello nucleare le
AuNP inducono rotture e danno ossidativo al DNA nonchè effetti aneuploido-
geni, in maniera differente in base al tipo cellulare saggiato (A549 e RAW264).
Inoltre, alte dosi di nanomateriali quali quantum dots, nanoparticelle di co-
balto, nichel e rame sembrano contribuire ad una vasta gamma di malattie e
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patologie come asma, malattie autoimmuni e cardiovascolari, aterosclerosi e
tumori (Winnik e Maysinger, 2013; Magaye et al, 2012).
I dati ottenuti dai diversi studi sulle nanoparticelle risultano tuttavia di-
scordanti, infatti nanoparticelle di oro sembrano essere biocompatibili e con
tossicità trascurabile secondo Zhang e collaboratori (2011), mentre in un
altro studio inducono tossicità, risposte infiammatorie e morte cellulare per
apoptosi, oltre che inibizione della crescita e dello sviluppo di embrioni di
Zebrafish (Gerber et al, 2013). Ancora, nanoparticelle di biossido di silicio
amorfo non hanno indotto alcun effetto citotossico e genotossico in fibroblasti
murini Balb/3T3 (Uboldi et al, 2012), mentre in macrofagi murini è stata
osservata attività infiammatoria e citotossicità (Kusaka et al, 2014).
Una accurata caratterizzazione di tali materiali è essenziale per fornire una
base per la comprensione delle proprietà delle NP che determinano tali effetti
dannosi (Powers et al, 2006). Certamente caratteristiche quali la dimensione,
forma, proprietà chimico-fisiche, area e chimica di superficie, solubilità, aggre-
gazione e uptake svolgono un ruolo importante nella tossicità (Oberdörster et
al, 2005 a,b; Pan et al, 2007).
Da questo emerge l’importanza di ampliare gli studi su tali sostanze per valu-
tare e definire i possibili effetti tossici e i meccanismi implicati, consentendo
anche la validazione di metodiche già esistenti o lo sviluppo di nuovi saggi.
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1.2 Nanoparticelle di biossido di zirconio (ZrO2NP)
Il biossido di zirconio (ZrO2) è un metallo di transizione molto simile al titanio
e all’afnio (Greenwood, 1997; Schroeder e Balassa, 1966). Negli ultimi anni
l’uso di ZrO2NP è notevolmente cresciuto in campo biologico. Esse sono
ampiamente usate come vettori per il drug delivery di alcuni farmaci come
itraconazolo, penicillina, alendronato e zoledronato (Caturo et al, 2008; Collila
et al, 2009; Nakarani et al, 2010); come gene delivery con specificità per alcuni
tessuti (Tan et al, 2007; Link et al, 2007); per migliorare le proprietà dei
cementi ossei tradizionali utilizzati in ortopedia (Gillani et al, 2010). Altri
scopi includono la produzione di insetticidi come il parathion (Parham e
Rahbar, 2010), o agenti nervini (Liu e Lin, 2010). Inoltre vengono utilizzate
per accelerare il processo di idratazione per la produzione del cemento di
Portland, utilizzato nei restauri dentali (Li et al, 2013).
Sebbene ZrO2 sia un ossido di metallo bioceramico neutro l’introduzione di
questi materiali nella pratica clinica può essere associata ad alcuni rischi a
breve e lungo termine nei sistemi viventi. Infatti è stato riscontrato un danno
significativo al DNA in cellule T umane (Caicedo et al, 2008), induzione
di apoptosi in cellule staminali mesenchimali umane (Wang et al, 2003)
e inibizione della proliferazione cellulare in cellule di mesotelioma umano
(MSTO-211H) e in linee di fibroblasti murini (Brunner et al, 2006), dopo
esposizione a tale materiale.
In più nel lavoro di Asadpuor e co-autori (2014) è stato dimostrato che
ZrO2NP, ad una concentrazione maggiore di 250 µg/ml, hanno un effetto
antiproliferativo riducendo i meccanismi di difesa cellulari contro lo stress
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ossidativo. Quindi l’aumento dei livelli delle specie reattive dell’ossigeno (ROS)
è coinvolto nei danni al DNA e nell’apoptosi, danneggiando macromolecole
cellulari, tra cui lipidi, proteine e acidi nucleici (Sadeghnia et al, 2013).
Gli effetti tossici di ZrO2NP possono essere attribuiti, come per le altre NP,
alle proprietà chimico-fisiche che le caratterizzano, più specificamente alla loro
grande area superficiale e alle piccole dimensioni, che aumentano la reattività
chimica e la penetrazione nelle cellule.
1.3 Proprietà chimico-fisiche delle nanoparticel-
le ed i loro effetti sulla loro tossicità
Le proprietà chimico-fisiche sono implicate nei meccanismi di interazione
tra le nanoparticelle e i sistemi biologici contribuendo in tal modo al loro
eventuale potere tossico. Tali caratteristiche fisiche (dimensione, forma, area
superficiale) e chimiche (carica di superficie, funzionalizzazione, proprietà
idrofobiche o idrofiliche) giocano un ruolo essenziale nel regolare l’interna-
lizzazione e il traffiking delle NP (distribuzione, metabolismo, escrezione),
e di conseguenza l’interazione con le macromolecole, quali DNA, elementi
del citoscheletro, collagene e membrane (Balbus et al, 2007). Ciò si traduce
in effetti cito-genotossici, come ad esempio stress ossidativo, infiammazione,
immunotossicità e genotossicità (Dusinska et al, 2012).
La dimensione ridotta favorisce l’internalizzazione delle NP (Mostafalou et al,
2013) e nello specifico sembra che le caratteristiche di superficie siano diretta-
mente coinvolte nell’adesione alla membrana e conseguente internalizzazione
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(Verma et al, 2008), mentre dimensione e morfologia nella cinetica di trasporto
(Zhang et al, 2012; Huang et al, 2010). A causa di tali dimensioni presentano
delle ampie aree di superficie dove la densità di particelle è più elevata rispetto
ai materiali non nanometrici, e ciò determina una alta reattività poiché gli
atomi di superficie hanno gli orbitali energetici più esterni liberi tendenti a
formare legami per la stabilizzazione (Oberdörster et al, 2005); ad esempio è
stato riportato in letteratura l’adsorbimento di NP con proteine chiave come
albumina, fibronectina e TGF-β (Kim et al, 2003).
Oltre alle proprietà chimico-fisiche importante è anche il contributo dell’am-
biente circostante. Nel mezzo di coltura le NP possono essere ben disperse o
tendenti a formare agglomerati/aggregati influenzati non solo dalla chimica
di superficie, ma anche dal pH, salinità, proteine contenute, ed altro ancora
(Magdolenova et al, 2014). I fenomeni di aggregazione possono essere ridotti
dal coating della superficie (Oberdörster et al, 2005). Anche le proteine
corona possono far variare importanti parametri chimico-fisici delle NP come
il diametro idrodinamico e anche la stabilità colloidale, oltre ad annullarne la
carica e favorirne l’aggregazione (Pfeiffer et al, 2014). Con il termine “proteine
corona” si identificano quelle proteine che rivestono la superficie delle NP e
che contribuiscono a determinare le diverse risposte biologiche alle particelle
e la cui composizione dipende dalle proprietà chimico-fisiche delle NP stesse
(Lundqvist et al, 2011). Le NP possono avere un core di macromolecole biolo-
giche che interagiscono con la loro superficie in modo stabile (hard corona), o
più debolmente (weak corona). Le proteine plasmatiche, legandosi alle NP,
possono aumentarne la stabilità alla degradazione enzimatica e aumentare
l’attività enzimatica stessa, immobilizzandole su una superficie, ma possono
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anche avere effetti citotossici.
È stato osservato che le proteine corona intervengono nell’uptake e nella loca-
lizzazione, modulando le risposte cellulari all’esposizione dei nanomateriali
(Lynch e Dawson, 2008; Lynch et al, 2007). Anche il siero presente nel mezzo
di coltura contribuisce all’internalizzazione, sia in relazione al tipo di NP
che al tipo cellulare. Ad esempio l’assorbimento di nanoparticelle rivestite
da silicio e nanoparticelle superparamagnetiche anioniche viene ridotto dalla
presenza di siero in cellule HeLa, mentre è promossa in macrofagi (Wilhelm
et al, 2003; Xing et al, 2005). Gli effetti tossici, inoltre, dipendono anche dal
tempo di esposizione e dalla dose testata (Lin et al, 2014).
1.3.1 Dimensione e area di superficie
La dimensione risulta essere un fattore di rilievo nel determinare il potere
citotossico delle NP, poiché minore è la dimensione maggiore risulta l’area
di superficie, cioè il numero di particelle per unità di massa; quindi con una
area globale maggiore le NP risultano molto reattive, in grado di interagire
con le cellule e le macromolecole che le compongono.
Ad esempio, AuNP più piccole si legano selettivamente e irreversibilmente
alla scanalatura maggiore del DNA causando citotossicità maggiore rispetto a
AuNP più grandi. La mancanza di interazioni delle NP di maggiori dimensioni
sembra essere dovuto ad un maggior ingombro sterico (Aillon et al, 2009). Pan
e collaboratori (2009) hanno considerato le interazioni di NP di oro, dai 0.8
ai 15 nm in diametro, con diversi sistemi cellulari quali fibroblasti del tessuto
connettivo, cellule epiteliali, cellule macrofagiche e cellule di melanoma. I
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risultati hanno messo in evidenza come l’attività citotossica diminuisca con
l’aumentare delle dimensioni, infatti AuNP di 15 nm non ne esercitano, pur
considerando le alte concentrazioni (6.3 mM), mentre NP il cui diametro
diventa man mano minore esibiscono un aumento crescente della citotossicità.
Invece sebbene le dimensioni di AuNP (5-15-40 nm) non risultano determi-
nanti per la citotossicità nel lavoro di Di Bucchianico e co-autori (2014), esse
sono il cardine dell’attività genotossica delle NP.
La dimensione svolge un ruolo anche nel processo di internalizzazione infatti,
in un modello ex vivo di cute umana, NP di SiO2 di 40 nm risultano più
internalizzate di quelle con dimensione pari a 290 nm, mostrando un anda-
mento dimensione-dipendente; in aggiunta, la presenza di cariche positive
sulla superficie di queste NP ne ha incrementato l’uptake (Rancan et al, 2012).
La dimensione condiziona anche le modalità di ingresso nelle cellule (Doherty
e Mcmahon, 2009); è stato osservato che per NP la cui grandezza superi i 50
nm il meccanismo preferenziale di entrata sembra essere clatrina e caveolina
dipendente; contrariamente, il meccanismo di endocitosi per NP < 50 nm è
clatrina indipendente e, infine, quelle con diametro inferiore a 25 nm sembrano
essere internalizzate mediante pinocitosi (Rejman et al, 2004; Johnston et al,
2010). È stato ipotizzato, inoltre, che le cellule attuino una selezione delle NP
da internalizzare in base alla grandezza; infatti NP di poliestere con diametro
idrodinamico di 40 nm sono internalizzate più velocemente delle stesse NP di
20 e 100 nm in 1321N1 (cellule di astrocitoma umano) e A549 (Várela et al,
2012).
Se la clearance è ridotta rispetto alla loro velocità di accumulo, si avrà una
maggiore persistenza delle NP all’interno della cellula e di conseguenza danni
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maggiormente estesi (Kumar e Dhawan, 2013). In più per via dell’aumentata
area di superficie, che conferisce una maggiore reattività con le macromolecole
biologiche, le NP possono interagire anche tra di loro portando alla forma-
zione di aggregati; di conseguenza la dimensione può variare notevolmente
influenzando l’uptake e quindi le risposte citotossiche. È stato osservato in
diverse linee celluari come gli effetti citogenotossici siano più significativi in
presenza di aggregati di nanoparticelle di biossido di titanio maggiori di 200
nm rispetto ad aggregati di minori dimensioni (Magdolenova et al, 2012).
1.3.2 Forma e aspect ratio
La forma delle nanoparticelle è un fattore altresì importante nell’interazione
con le cellule poiché influisce sulla grandezza dell’area della NP disponibile
all’interazione.
Studi in vitro condotti sulla citotossicità di tre forme di ossido di rame (sfere,
bastoncelli e fusi), valutate in cellule di macrofagi murini e in linfociti umani,
hanno mostrato un effetto forma- dipendente più evidente dopo 24 ore di
trattamento, con le sfere che mostrano più elevata citotossicità rispetto ai
fusi, e con i bastoncelli che inducono una citotossicità intermedia rispetto alle
altre due forme (Di Bucchianico et al, 2013). Inoltre sembra che la forma
influenzi anche la facilità con cui le NP vengono internalizzate e fagocitate:
è stato visto che macrofagi esposti a NP con forma corrispondente ad un
disco ellittico effettuano una rapida (pochi minuti) fagocitosi se l’interazione
avviene con la parte appuntita della NP, mentre ciò non si attua se il contatto
avviene con la regione piatta (Champion e Mitragotri, 2006).
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Altro elemento di rilievo è l’aspect ratio che indica il rapporto fra la dimen-
sione più lunga e quella più corta di una figura bidimensionale. Il concetto
può essere esteso anche a figure tridimensionali scegliendo due dimensioni
caratteristiche di una figura solida.
L’aspect ratio di una nanoparticella interviene nei meccanismi di internaliz-
zazione e di conseguenza sulla tossicità, perchè ad esempio NP con aspect
ratio uguale a 4 vengono meno assorbite rispetto a NP con valori di 1 o 2
(Chitrani et al, 2006; Huang et al, 2010). Infatti la membrana necessita di un
tempo maggiore per avvolgere una NP di forma bastoncellare (aspect ratio
= 4) piuttosto che sferica (aspect ratio = 1), proprio perché è richiesto un
numero maggiore di NP bastoncellari per indurre il meccanismo di endocitosi
(Verma e Stellacci, 2010). Questo è stato confermato anche nel lavoro di
Qiu e collaboratori (2010) dove, dal confronto di AuNP sferiche (30 nm x 33
nm, aspect ratio = 1) con tre tipi di AuNP bastoncellari differenti tra loro
per aspect ratio (40 nm x 21 nm, aspect ratio = 2; 50 nm x 17 nm, aspect
ratio = 3 e 55 nm x 14 nm, aspect ratio = 4), è stata osservata una più
lenta internalizzazione delle AuNP bastoncellari ad alto aspect ratio rispetto
a quelle sferiche e bastoncellari ma con aspect ratio basso.
Recentemente alcuni autori hanno dimostrato in diversi lavori come anche
l’orientamento possa condizionare l’azione di una nanoparticella, difatti nano-
rods, inclusi NP ellipsoidali, con aspect ratio basso, orientano il loro asse più
lungo parallelamente alla membrana e mantengono tale configurazione finchè
almeno metà dell’area di superficie non sia avvolta dalla membrana; durante
l’intero processo di invaginazione della membrana, la configurazione delle NP
varia e il loro asse più lungo viene poi riallineato perpendicolarmente alla
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membrana (Vacha et al, 2011; Huang et al, 2013).
1.3.3 Chimica di superficie
La struttura chimica delle NP è fondamentale nel determinare la loro tossicità,
in quanto può mimare meccanismi biochimici cellulari e dello stress ossidativo.
Vale a dire che a seconda della loro chimica, le NP possono mostrare un
diverso uptake cellulare, localizzazione subcellulare, e capacità di catalizzare
la produzione di ROS (Xia et al, 2006). Numerosi studi hanno dimostrato
che NP con carica positiva sono più facilmente internalizzate rispetto a quelle
cariche negativamente o neutre (Thorek e Tsourkas, 2008; Arvizo et al, 2010;
Bartneck et al, 2010; Park et al, 2011).
Per esempio, gli ioni argento rilasciati dalle AgNP sono in grado di esercitare
una certa attività tossica proprio grazie alla presenza della carica positiva che
interagisce con la membrana cellulare che risulta carica negativamente, per la
presenza di fosfatidilserina e fosfatidilinositolo, mediante interazioni elettrosta-
tiche (Goodman et al, 2004). Infatti se gli ioni Ag+ vengono fatti reagire con il
ligando N-acetyl-L-cysteina non si osserva citotossicità significativa nemmeno
ad alte concentrazioni di AgNP (Kawata et al, 2009). La chimica superficiale
delle NP è responsabile delle loro proprietà idrofobiche e/o idrofiliche: NP
idrofobiche hanno una minore dispersione nei liquidi biologici e nei mezzi di
coltura (Ge et al, 2011) rispetto a quelle idrofiliche, tuttavia tale idrofobicità
migliora la capacità di penetrazione delle NP nelle membrane cellulari e nei
pori nucleari (Naim et al, 2009). Inoltre NP cariche positivamente sono rapi-
damente internalizzate attraverso endocitosi mediata da clatrina; al contrario,
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NP con carica negativa penetrano con un meccanismo caveolina-dipendente,
ma mostrando bassi livelli di endocitosi (Harush-Frankel et al, 2007).
Tutto questo si ripercuote sulla citotossicità, come hanno dimostrato Schaeu-
blin e collaboratori (2011) nel loro lavoro, in cui AuNP di 1.5 nm con diverse
cariche superficiali, nella linea cellulare di cheratinociti umani (HaCaT), in-
ducono morte cellulare attraverso apoptosi nel caso delle NP cariche, mentre
quelle neutre attivano la morte per necrosi.
La dispersione delle NP all’interno di un liquido dipende dal potenziale
elettrocinetico o potenziale Z, caratteristica intrinseca che può variare si-
gnificativamente secondo il pH della soluzione (Skocaj et al, 2011), ed è
responsabile della stabilità delle NP nel mezzo in cui sono sospese. Difatti il
potenziale Z rappresenta la carica superficiale delle NP e indica il potenziale
che si genera in seguito alla formazione di un doppio strato elettrico all’inter-
faccia solido-liquido e che è responsabile dei fenomeni elettrocinetici e della
stabilità delle NP: un valore elevato di potenziale Z (< -30 mV e > 30mV)
conferisce maggiore stabilità in quanto si originano repulsioni elettrostatiche
che impediscono l’aggregazione delle particelle disperse, mentre se è basso
(-30 mV < Z-pot < 30 mV), la NP tenderà ad essere fortemente instabile
e, prevalendo le forze attrattive, si avrà la formazione degli agglomerati in
soluzione.
Per tal motivo si è pensato di optare per la modifica chimica della loro su-
perficie (coating), cioè una modifica delle caratteristiche chimico-fisiche delle
NP mediante il rivestimento con altri materiali; tuttavia ciò può comportare
anche un’alterazione delle risposte genotossiche (Cheng et al, 2013b; Jain
et al, 2011; Coccini et al, 2010). In alcuni casi la funzionalizzazione delle
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NP ha portato a migliorarne l’assorbimento provocando effetti dannosi, al
contrario altri tipi di rivestimenti hanno schermato le NP riducendone il
potenziale tossico (Singh et al, 2009). Panda e collaboratori (2011) hanno
studiato l’induzione della morte cellulare di cellule di Allium cepa incubate
con ioni d’argento (Ag+), complessi di argento (AgCl), e nanoparticelle coated
(AgNP-P) e non-coated (AgNP-S). Gli autori hanno riportato che l’induzione
della morte cellulare segue l’ordine: ioni Ag+> AgCl colloidale> AgNP-S>
AgNP-P, dimostrando che la forma meno tossica di argento è quella con il
coating.
1.4 Localizzazione tissutale e interazione NP-
cellula
Oltre all’assunzione mediante ingestione, quindi coinvolgendo il tratto gastro-
intestinale, l’uomo è esposto alle NP anche mediante il tratto respiratorio e il
contatto cutaneo (Figura 1.1). Da questi siti di ingresso le nanoparticelle
possono giungere alla circolazione sistemica e migrare successivamente in
diversi organi e tessuti (Friedrichs e Schulte, 2007), interagendo con i sistemi
biologici ed esercitando la loro tossicità (Oberdörster et al, 2005).
L’apparato respiratorio rappresenta il primo organo bersaglio sul quale le
nanoparticelle si depositano mediante un processo di diffusione che risulta
essere facilitato dal fattore dimensionale delle stesse (Zhang et al, 2005).
Le NP di maggiori dimensioni, che si depositano nelle vie aeree superiori,
vengono espulse più facilmente mediante diversi meccanismi di difesa, con
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Figura 1.1: Vie di internalizzazione e traslocazione delle NP nel corpo
umano. Da Buzea et al, 2007.
lo scopo di mantenere le mucose libere dalle varie sostanze depositate dopo
l’inalazione. Per contro, quelle di minori dimensioni vengono traslocate attra-
verso gli epiteli respiratori fino all’interstizio e qui possono essere fagocitate
da macrofagi alveolari, oppure entrare nella circolazione sistemica e da qui
giungere ad altri organi e apparati (Gwinn e Vallyathan, 2006), come il fegato
che rappresenta il maggior sito di distribuzione, seguito da milza e da altri
organi del sistema reticoloendoteliale (Akerman et al, 2002). Studi condotti
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in vivo in ratti hanno registrato, dopo il trattamento con NP di biossido di
titanio, disfunzione epatica, infiammazione, danno ossidativo, apoptosi ed
alterata espressione genica negli epatociti (Cui et al, 2012; Liu et al, 2010).
È stato dimostrato anche che fibre aventi un piccolo diametro sono in grado
di raggiungere i polmoni in profondità, mentre altre fibre paragonabili alle
prime in diametro, ma molto più lunghe, rimangono nelle vie aeree superiori
(Buzea et al, 2007; Hoet et al, 2004).
Bodian e Howe negli anni ’40 dimostrarono per la prima volta una traslocazio-
ne dalle vie aeree superiori agli assoni neuronali, attraverso il nervo olfattorio.
Questa traslocazione è giustificata dalla vicinanza tra la mucosa nasale olfatti-
va e il bulbo olfattivo, condizione che favorisce un rapido trasporto neuronale
(Oberdörster et al, 2004). Infatti sono state ritrovate AgNP nel cervello di
ratti esposti ad esse per via inalatoria (Takenaka et al, 2001; Ji et al, 2007).
È stato dimostrato, per di più, che AuNP con diametro inferiore a 58 nm
possono attraversare la barriera emato-encefalica, più facilmente in presenza
di rivestimento con neuropeptidi (Lin et al, 2014); quindi è importante capire
il modo in cui le NP interagiscono con l’organismo, anche per poter disegnare
nanotrasportatori per farmaci e chemioterapici.
A tal proposito nanoparticelle cariche positivamente esercitano un immediato
effetto tossico alla barriera emato-encefalica, mentre quelle neutre e anioniche
possono essere impiegate come carriers per veicolare farmaci all’encefalo
(Lokman et al, 2004).
Le NP possono penetrare nelle cellule secondo diversi meccanismi (Figura 1.2)
quali fagocitosi, macropinocitosi, endocitosi mediata da recettori (clatrina,
caveolina, zolle lipidiche), endocitosi indipendente da recettori, pinocitosi o
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penetrazione diretta della membrana cellulare (Zhu et al, 2013). L’utilizzo di
uno specifico pathway è subordinato al tipo cellulare, alla densità di ligandi
sulla membrana e dalla tensione di quest’ultima, ma è anche strettamente
dipendente dalla dimensione delle NP (Yue e Zhang, 2012).
Figura 1.2: Pathway di internalizzazione delle NP nelle cellule. Da Chou
et al, 2010.
Nanoparticelle di oro sono state internalizzate attraverso endocitosi attiva
nella linea cellulare A549, indipendentemente dalla grandezza o dalla presenza
sulla superficie di un rivestimento di sodio citrato (Uboldi et al, 2009; Freese
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et al, 2012), mentre è stato dimostrato in cellule renali di suino che le proteine
del siero si legano sulla superficie di AgNP rivestite da citrato, permettendo
una migliore interazione con i recettori presenti sulla membrana cellulare,
favorendo l’internalizzazione delle NP mediante macropinocitosi (Milić et al,
2014).
Dopo essere state internalizzate le NP possono essere in un primo momento
confinate in endosomi e poi trasferite ai lisosomi, per mezzo dei quali possono
eventualmente essere estruse dalle cellule. Tuttavia, per via delle proprietà
chimico-fisiche e delle ridotte dimensioni, le NP possono sfuggire agli endosomi
ed entrare in altri comparti cellulari come mitocondri, reticolo endoplasmatico
e nucleo, dove possono quindi interagire con le macromolecole (Cheng et
al, 2013b). In più quelle che persistono nel citoplasma cellulare vengono
distribuite nelle cellule figlie durante la mitosi (Rees et al, 2011). Per tal
motivo, alcuni tipi di NP, possono indurre mutazioni geniche, arresto del ciclo
cellulare, morte cellulare e cancerogenesi (Onuma et al, 2009), interferire con
il fuso mitotico e causare aneuploidia (Gonzalez et al, 2008; Di Bucchianico
et al, 2013).
Numerosi studi hanno proposto come meccanismo di cito- e genotossicità
mediato dalle NP l’induzione di specie reattive dell’ossigeno: alti livelli di ROS
possono danneggiare le cellule ad esempio attraverso perossidazione lipidica,
inducendo il rilascio di citochine proinfiammatorie, alterando proteine e DNA
(Eom e Choi, 2009; Singh et al, 2009; Bernard, 2010; Shukla et al, 2011; Cheng
et al, 2013b). Un altro possibile meccanismo di tossicità è rappresentato dalla
capacità delle NP di aumentare la permeabilità della membrana lisosomiale,
causando il rilascio di enzimi nel citoplasma (DNasi), che possono entrare nel
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nucleo e provocare rotture del DNA (Banasik et al, 2005; Di Giorgio et al,
2012).
1.5 Modelli in vitro per lo studio della tossici-
tà delle nanoparticelle
La nanotossicologia, nata in tempi recenti, è una disciplina che si occupa di
esaminare l’impatto che hanno le nanoparticelle e i nanomateriali sulla salute
dell’uomo e dell’ambiente. Per fare ciò si avvale di numerose tecniche, che nel
tempo si sono evolute di pari passo alle esigenze dei ricercatori. Mediante i
test in vivo è possibile determinare la tossicità delle NP considerando diversi
parametri quali dose, via di esposizione, metabolismo, escrezione e risposta
immunitaria (Zhang et al, 2010a). Sebbene i test in vivo rappresentino
un sistema ideale per studiare i fenomeni relativi all’esposizione delle NP
con l’uomo, perchè molto vicini alla situazione reale, presentano una serie
di problematiche di natura etica, relativamente alla sperimentazione sugli
animali, ma anche attinenti ai costi elevati e alle tempistiche relativamente
lunghe per poter valutare la citogenotossicità delle NP. Questo ha dato impulso
allo sviluppo di nuove tecniche in vitro che prevedono l’utilizzo di cellule,
siano esse primarie o linee cellulari, con il vantaggio di essere più semplici,
rapide e con costi contenuti (Hillegass et al, 2010).
Sebbene i sistemi in vitro manchino della complessità di un intero organismo,
risultano comunque necessari per l’identificazione dei meccanismi cellulari
dovuti all’internalizzazione delle NP. Esistono saggi in vitro che consentono
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di valutare non solo il potenziale citotossico e genotossico di una sostanza o
di NP, ma anche il potenziale cancerogeno. Tuttavia i modelli in vivo ed in
vitro devono essere tra loro integrati per compensare le rispettive limitazioni.
1.5.1 Citotossicità basale
Per poter valutare la citotossicità basale delle NP possono essere impiegate
numerose tecniche in vitro, colorimetriche e non. Tra le prime molto utiliz-
zato è ad esempio il saggio MTT, che sfrutta la capacità delle deidrogenasi
mitocondriali di metabolizzare i sali di tetrazolio, rilasciando un composto
colorato, come indice di vitalità cellulare; ed ancora il saggio XTT o DCF (che
utilizza la 20,70-Diclorofluoresceina). Tali test si basano su letture ottiche
che, pur essendo accurate nel valutare la vitalità cellulare per le sostanze
chimiche, presentano delle limitazioni nel caso delle nanoparticelle.
A causa delle loro proprietà chimico-fisiche, le NP possono interferire con i
reagenti utilizzati nei saggi colorimetrici producendo risultati falsati da tali
interferenze (Doak et al, 2009; Baer et al, 2010; Dhawan e Sharma, 2010).
Perciò una valida alternativa è l’utilizzo di test non colorimetrici, come il
saggio di Efficienza di Formazione delle Colonie (CFE), in quanto permette
di valutare la vitalità cellulare come capacità di una singola cellula di formare
una colonia, senza l’utilizzo di sostanze coloranti o fluorescenti. Inoltre risulta
essere anche più sensibile dei metodi biochimici convenzionali, ciò perché non
misura uno specifico effetto biologico ma piuttosto la morte delle cellule in
generale (Ponti et al, 2006; Herzog et al, 2007).
Mediante il saggio CFE, Mariani e collaboratori (2012) hanno osservato una
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maggiore sensibilità di tale test rispetto ad altri per lo screening di tossicità
di NP di cobalto ferrite. Uboldi e co-autori (2012) hanno osservato dati
contrastanti valutando la citotossicità di SiO2NP in Balb/3T3: mentre il test
MTT ha evidenziato un debole effetto citotossico a basse dosi, il test CFE
non ha invece mostrato alcuna citotossicità da parte di SiO2NP.
D’altronde l’interazione delle NP con le membrane cellulari e la loro internaliz-
zazione innesca molteplici meccanismi di tossicità, non necessariamente legati
alla morte cellulare; per tal motivo un singolo test di screening di tossicità
basale di per sè non è sufficiente a spiegare i complicati meccanismi che si
verificano, per cui è necessario svolgere parallelamente anche altri tipi di test
che prendano in considerazione meccanismi d’azione alternativi.
1.6 Genotossicità
La genotossicità indotta dalle nanoparticelle viene classificata, in relazione
alle modalità con cui si verifica, in genotossicità primaria, diretta o indiretta,
e genotossicità secondaria.
La genotossicità primaria è caratterizzata dall’induzione di danno senza atti-
vazione di alcun meccanismo di infiammazione (Schins e Knaapen, 2007). In
particolare, la genotossicità primaria diretta è causata da una diretta intera-
zione delle NP con la molecola di DNA o con qualsiasi componente coinvolta
nella sua integrità, che avviene in seguito ad attraversamento della membrana
nucleare (AshaRani et al, 2009). Inoltre le NP si possono accumulare all’inter-
no della cellula e durante la profase tardiva della divisione cellulare, quando si
ha la rottura della membrana nucleare, interagire fisicamente o chimicamente
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con i processi di divisione cellulare (Gonzalez et al, 2008). Le NP possono
anche influenzare la disposizione dei microtubuli a formare il fuso mitotico,
portando a difetti di segregazione ed eventuale formazione di micronuclei.
Si parla di genotossicità primaria indiretta, invece, quando il danno al DNA
è causato dalla produzione delle specie reattive dell’ossigeno, in seguito al-
l’interazione con le NP e in seguito alla concomitante riduzione delle attività
antiossidanti. I ROS possono diffondere con facilità attraverso la membrana
nucleare e, ad esempio, possono interagire con le basi nucleotidiche favorendo
l’ossidazione della guanina, oppure disturbare l’attività di enzimi che parteci-
pano al corretto funzionamento dei macchinari di replicazione, riparazione e
traduzione del DNA (Donaldson et al, 2010); inoltre, si può avere interferenza
con i diversi checkpoint del ciclo cellulare (Magdolenova et al, 2014).
La genotossicità secondaria è guidata da una risposta infiammatoria: l’atti-
vazione, in presenza delle NP, di cellule infiammatorie da parte della risposta
immunitaria innata porta all’aumento del consumo dell’ossigeno cellulare che
causa il rilascio di radicali liberi ossidanti come superossido (O2−) e perossido
d’idrogeno (H2O2); questi reagendo con altri composti, come l’ossido nitrico,
portano alla produzione di ulteriori specie reattive. La combinazione tra
elevati livelli di ROS e la riduzione dei meccanismi antiossidanti favorisce
il danno ossidativo cellulare e la sua estensione alle cellule vicine, causan-
do infiammazione. In una situazione di infiammazione cronica questo può
portare ad uno stress ossidativo persistente e ad insulti ripetuti al DNA,
da cui possono derivare difetti genetici e conseguentemente trasformazione
neoplastica (Azad et al, 2008).
Per poter studiare e rilevare gli eventuali danni genotossici indotti dalle NP
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possono essere utilizzati dei test in vitro validi come il saggio del micronucleo
con blocco della citodieresi e il test della cometa.
1.6.1 Cytome-test del micronucleo con blocco della ci-
todieresi (CBMN-cyt)
Aberrazioni cromosomiche quali micronuclei (MN), ponti nucleoplasmatici
(NPB) ed evaginazioni nucleari (NBUD) sono biomarcatori di eventi genotossi-
ci e instabilità cromosomica, che possono derivare dall’interazione di sostanze
chimiche, come le NP, con i sistemi cellulari. Questi biomarcatori possono
essere individuati grazie al saggio CBMN-cyt.
I MN (Figura 1.3) derivano principalmente da frammenti di cromosomi,
cromatidi acentrici o interi cromosomi che non riescono ad essere inclusi nei
nuclei figli al completamento della mitosi perché non si attaccano corretta-
mente al fuso mitotico durante il processo di segregazione in anafase, e che
vengono circondati da membrana nucleare (Fenech et al, 2011).
I frammenti acentrici possono derivare da vari meccanismi quali rottura del-
l’elica del DNA che non viene riparata o che risulta mal riparata a causa di
difetti a carico di geni coinvolti nei meccanismi di riparazione; i frammenti
acentrici possono formarsi anche in seguito a frammentazione cromosomica
derivante dalla formazione di ponti nucleoplasmatici che, durante la telofase,
vengono allungati e infine rotti (Hoffelder et al, 2004). O ancora possono
formarsi in seguito a danni a singolo filamento del DNA, che, se non corretti
durante la replicazione, possono essere convertiti in rotture a doppio filamento.
I MN costituiti da interi cromosomi possono invece derivare da ipometilazione
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delle citosine a livello delle sequenze ripetute centromeriche (DNA satellite)
e paracentromeriche (Pironon et al, 2010). In condizioni normali il DNA
satellite è fortemente metilato a livello dei residui di citosina, ed in caso
di ipometilazione causa malsegregazione dei cromosomi e/o la loro perdita,
con conseguente formazione di MN imputabili a difetti nell’assemblaggio del
cinetocore (Gieni et al, 2008; Heit et al, 2009).
Figura 1.3: Formazione di MN, NPB e NBUD in cellule in divisione.
Micronuclei, ponti nucleoplasmatici e gemmazioni nucleari sono osser-
vabili in cellule binucleate la cui attività di citocinesi sia stata inibita
mediante l’uso di citocalasina-B (Immagine tratta da Migliore et al,
2014).
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I ponti nucleoplasmatici (NPB) si originano durante l’anafase da cromosomi
dicentrici (Fenech et al, 2011), infatti i centromeri vengono attirati ai poli
opposti del fuso mitotico e, se il ponte creatosi non si rompe, la membrana
nucleare circonda i nuclei figli e il ponte formando così un NPB (Figura 3). I
cromosomi dicentrici possono derivare da rotture malriparate della doppia
elica di DNA o da fusione di estremità telomeriche (Fenech, 2010); queste
ultime, a loro volta, possono essere causate da assemblaggi inappropriati
delle strutture proteiche dei telosomi che proteggono i telomeri oppure da un
eccessivo accorciamento degli stessi (Pampalona et al, 2010a). Infine, poichè
all’inizio dell’anafase i cromatidi fratelli sono ancora uniti tra loro, difetti
ereditari o acquisiti a livello dei complessi proteici coinvolti nella separazione
dei cromatidi fratelli in anafase possono aumentare la formazione di NPB
(Chan et al, 2007; Naim e Rosselli, 2009; Nasmyth e Haering, 2005).
Altri biomarcatori sono le evaginazioni nucleari (NBUD) che rappresentano
processi di eliminazione dei complessi di riparazione del DNA o di DNA
amplificato che viene localizzato selettivamente a livello di siti specifici della
periferia nucleare ed eliminato tramite “gemmazione” nucleare durante la fase
S del ciclo cellulare (Fenech et al, 2011); presentano una morfologia molto
simile a quella dei MN, anche se ben distinguibili da questi ultimi poiché
connessi al nucleo mediante un peduncolo. Le NBUD possono formarsi anche
in seguito a rottura di un NPB, con le due metà del ponte che si ritraggono
verso i nuclei (Pampalona et al, 2010b; Utani et al, 2010).
Il saggio del micronucleo con blocco della citodieresi può essere eseguito anche
in presenza di citocalasina B (cyt-B), una sostanza in grado di bloccare la
polimerizzazione dei filamenti di actina e la citodieresi prima del completa-
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mento del ciclo cellulare. Bloccando la mitosi in questa fase, si impedisce
la separazione delle cellule figlie a livello citoplasmatico e ciò permette di
analizzare MN, NPB e NBUD in cellule binucleate.
Questa variante del classico saggio del micronucleo richiede però alcuni
accorgimenti:
• le cellule devono dividersi almeno una volta durante il trattamento o
nel periodo di incubazione post-trattamento;
• il periodo di trattamento deve durare il tempo necessario a coprire tutte
le fasi del ciclo cellulare, così da garantire una corretta interazione delle
cellule e il composto o NP da analizzare.
Inoltre, la versione cytome, implementata da Fenech (2007), consente anche
di valutare il danno citotossico delle sostanze in esame mediante l’analisi degli
indici apoptotico e necrotico, e la citostasi mediante l’indice di proliferazione
(CBPI). Il test del micronucleo è stato utilizzato con successo per lo studio
dell’attività genotossica di molti agenti fisici e chimici in vitro; di conseguenza,
l’Organizzazione per la Cooperazione Economica e lo Sviluppo (OECD) ha
emesso, nel 2010, le relative linee guida (Test No. 487: In Vitro Mammalian
Cell Micronucleus Test).
1.6.2 Test della cometa
Il test della cometa (Comet assay), noto anche come elettroforesi su singola
cellula (SCGE), è un test di mutagenesi per l’identificazione di rotture del
filamento di DNA. La finalità del test della cometa è quella di verificare
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la capacità clastogena di una NP, ovvero di saggiare se questa sia in gra-
do di generare nei cromosomi danni strutturali con conseguenti mutazioni
cromosomiche. I danni possono essere rotture del singolo filamento o del
doppio filamento di DNA che portano, in entrambi i casi, alla formazione di
frammenti cromosomici. Essendo semplice, veloce, versatile ed economico, è
ampiamente impiegato per lo studio della genotossicità e nel biomonitoraggio
dell’uomo e dell’ambiente (Paiva et al, 2011; Azqueta e Collins, 2013; Collins
et al, 2014).
Il test della cometa consiste nell’analizzare il solo DNA, privato degli istoni,
dopo aver rimosso membrane, citoplasma e nucleoplasma dalle cellule con-
tenute in gel di agarosio. Al termine della corsa elettroforetica, in presenza
di danno clastogeno, il DNA integro, nella sua forma superavvolta, rimarrà
intrappolato nella testa della cometa; al contrario, se sono presenti delle
rotture, la molecola di DNA si troverà nella sua forma rilassata e sarà in
grado di attraversare il gel distribuendovisi a formare la coda della cometa.
I parametri più comunemente adoperati per la valutazione del danno al DNA
mediante il test della cometa sono la lunghezza e l’intensità della coda ed il tail
moment. Collins (2004) ritiene che il parametro fondamentale sia l’intensità
della coda, poichè è linearmente collegato alla frequenza di rotture. Il tail
moment, cioè il prodotto tra la lunghezza della coda e la sua intensità, è un
parametro che non rappresenta una unità di misura definita e che dipende
largamente dai parametri dei software di analisi usati per l’acquisizione delle
immagini; per queste ragioni la percentuale di DNA nella coda (% tail DNA)
si conferma come il migliore parametro per comparare i risultati ottenuti da
diversi studi, in particolar modo per studi di biomonitoraggio (Collins, 2004;
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Møller, 2006).
Il tempo di incubazione delle cellule, dopo il contatto con la sostanza tossica,
è un fattore critico; questo poiché la riparazione delle lesioni del DNA può
influire sulla formazione e/o intensità della cometa. Bisogna tener presente,
comunque, che l’attività e la stessa efficienza dei sistemi di riparazione della
cellula possono essere ridotte dall’agente cui le cellule sono state esposte.
Comprendere l’influenza dei meccanismi di riparazione richiede infatti di
considerare il tipo di lesione indotta, così come la sensibilità e la specificità
del test migliorano notevolmente attraverso l’utilizzo di enzimi di restrizione
che riconoscono specifici tipi di danni nel DNA (ad esempio danni di tipo
ossidativo) e convertono le lesioni in rotture, aumentando la quantità di DNA
nella coda della cometa e di conseguenza la sua intensità di fluorescenza
(Collins, 2004). Nello specifico, l’enzima endonucleasi III (Endo-III ) converte
in rotture del filamento di DNA i siti in cui sono presenti pirimidine ossidate
(Collins et al, 1993), mentre l’enzima formamidopirimidina glicosilasi (Fpg)
riconosce specificamente le basi puriniche ossidate (Dusinska e Collins, 1996).
Il numero di frammenti prodotti dal trattamento enzimatico risulta diretta-
mente proporzionale al danno ossidativo al DNA, mentre le loro dimensioni
sono inversamente proporzionali a quest’ultimo.
1.7 Saggio di trasformazione morfologica
Nel 2007, l’Organizzazione per la Cooperazione e lo Sviluppo Economico
(OCSE) ha pubblicato una articolo dettagliato “Cell Transformation Assays
for Detection of Chemical Carcinogens” in cui il saggio di trasformazione
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cellulare (CTA) veniva proposto come alternativa agli esperimenti in vivo a
lungo termine su animali modello per vagliare il potenziale cancerogeno di
sostanze chimiche. Il saggio CTA è stato, tra quelli presi in esame, l’unico
a mostrare dati equiparabili a quelli ottenuti sui modelli animali (Landolph
et al, 1985; LeBoeuf et al, 1999) e presenta un approccio efficiente, veloce ed
economico per la valutazione del potenziale cancerogeno rispetto al saggio in
vivo, che richiede un numero elevato di animali, spese onerose e tempi molto
lunghi (24 mesi).
Il test di trasformazione cellulare è stato sviluppato su tre diverse linee
cellulari: su cellule embrionali di criceto siriano (SHE) e fibroblasti di topo
Balb/3T3 e C3H10T1/2. La scelta di queste linee cellulari è stata dettata
dai precedenti esperimenti effettuati in vivo, in modo da avere un riscontro
per poter saggiare la capacità del test di predire il potenziale cancerogeno di
sostanze chimiche (Vasseur e Lasne, 2012).
Mediante il saggio CTA il potenziale cancerogeno viene testato attraverso
la trasformazione cellulare in vitro, definita come risultato delle alterazioni
fenotipiche delle cellule in coltura; tali colonie sono capaci di indurre tumori
se iniettate in animali immunodepressi. Le colonie trasformanti sono chiamate
foci e presentano peculiarità di morfologia e colorazione che ne permettono la
distinzione in tre diverse categorie:
• foci di tipo I, non sono indicati come trasformanti, a causa delle loro
piccole dimensioni e della mancata capacità invasiva. Presentano una
colorazione basofila molto debole;
• foci di tipo II, sono anch’essi non maligni, anche se assumono un aspetto
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più corposo, con cellule di forma allungata in multistrato;
• foci di tipo III, che sono gli unici trasformanti in vivo e presentano
una densa colorazione basofila. Le colonie assumono una morfologia
peculiare, con cellule fusiformi, disposte in multistrato con orientamento
casuale ed eventualmente incrociate nei bordi, e con una caratteristica
disposizione ramificata (Sasaki et al, 2012).
Figura 1.4: Focus di tipo III. Esempio di focus di tipo III ottenuto median-
te saggio CTA in Balb/3T3. Laboratorio di Genetica Medica dell’
Università di Pisa.
Capitolo 2
Scopo della Tesi
Il presente lavoro di tesi si colloca all’interno del progetto di ricerca europeo
Sanowork , il cui obiettivo è quello di valutare, in termini di effetti citotossici,
genotossici e potenziale cancerogeno, le risposte biologiche di cellule in coltura
in seguito all’esposizione a vari tipi di nanoparticelle. In particolare sono state
saggiate e comparate nanoparticelle di biossido di zirconio (ZrO2NP) nude con
nanoparticelle di biossido di zirconio aventi diversi rivestimenti superficiali
(funzionalizzate con biossido di silicio e con due diverse concentrazioni di
sodio citrato, high e low citrate) in colture cellulari di fibroblasti murini im-
mortalizzati (Balb/3T3). Ciò con lo scopo di stabilire se la funzionalizzazione
delle nanoparticelle possa avere un ruolo nella loro reattività biologica, al
fine di mitigarne i possibili effetti negativi sulla salute dell’uomo esposto ai
nanomateriali, soprattutto per motivi occupazionali.
La citotossocità indotta dall’esposizione alle diverse ZrO2NP è stata valutata
attraverso la tecnica CFE, che esprime la capacità delle cellule di formare
colonie, mentre per l’azione genotossica sono stati utilizzati il Comet assay
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e il test del micronucleo con blocco della citodieresi nella versione “cytome”
(CBMN-cyt), che ha permesso di valutare contestualmente la citotossicità e la
citostasi. Per il test della cometa, che permette di valutare il danno primario
al DNA, è stata eseguita anche la variante che utilizza enzimi di restrizione
sensibili all’ossidazione della basi purine e pirimidiniche, per determinare il
danno di tipo ossidativo. Infine, il potenziale cancerogeno è stato saggiato
mediante il test di trasformazione cellulare, CTA, analizzando la formazione
in vitro di foci di tipo III.
Capitolo 3
Materiali e Metodi
3.1 Nanoparticelle di biossido di zirconio (ZrO2NP):
sintesi e caratterizzazione
Le nanoparticelle di biossido di zirconio utilizzate nel presente studio rientrano
nell’ambito del progetto di ricerca europeo Sanowork (Safe nano worker
exposure scenarios) sponsorizzato dal settimo programma quadro dell’Unione
Europea. ZrO2NP sono state sintetizzate e caratterizzate nei laboratori
dell’Istituto di Scienza e Tecnologia dei Materiali Ceramici (ISTEC) presso il
Consiglio Nazionale delle Ricerche con sede a Faenza.
In questo lavoro di tesi sono state saggiate nanoparticelle di biossido di
zirconio non rivestite (pristine) e ricoperte con biossido di silicio (silicate)
o sodio citrato (con due diverse concentrazioni di sodio citrato, low e high
citrate).
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Figura 3.1: Schema esemplificativo della funzionalizzazione di ZrO2NP
con biossido di silicio e con sodio citrato diidrato. Median-
te interazioni elettrostatiche, SiO2NP cariche negativamente (-23
mV a pH 3.0) si distribuiscono attorno a ZrO2NP. La funzionaliz-
zazione di ZrO2NP con sodio citrato è invece avvenuta mediante
auto-assemblaggio.
Il materiale pristino, fornito dalla Plasma Chem, è stato utilizzato come
materiale di base per apportare le successive modifiche. Le suddette sono
state rivestite con nanoparticelle inorganiche di biossido di silicio (SiO2NP; W.
R. Grace Italiana S.p.A.; Milano, Italia) o con trisodio citrato diidrato (Sigma
Aldrich; Milano, Italia). In particolare, le ZrO2NP rivestite con silicio sono
state sintetizzate mediante etero-coagulazione (Figura 5): SiO2NP e ZrO2NP
sono state miscelate in modo da ottenere un rapporto SiO2 / ZrO2 pari a 4
ed un peso solido finale del 3% (w/w). Al termine della reazione le ZrO2NP
silicate sono state macinate per 24 ore. Per modificare la superficie di ZrO2NP
con sodio citrato è stato, invece, applicato un protocollo di auto-assemblaggio
(Figura 3.1): una soluzione di trisodio citrato diidrato è stata aggiunta ad
una sospensione di ZrO2NP pristine in modo da ottenere un rapporto di
ZrO2NP/citrato pari a 1: 0,01 e 1: 1 (rispettivamente per le due forme di
nanoparticelle di biossido di zirconio utilizzate) e un peso solido finale del
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3% (w/w). La reazione è stata infine completata mantenendo la soluzione in
agitazione per 24 ore fino ad ottenere una sospensione stabile e cristallina.
La caratterizzazione chimico-fisica delle ZrO2NP (Tabella 1) è stata eseguita
misurando, mediante la tecnica DLS (Dynamic Light Scattering), il diametro
idrodinamico e il potenziale Z delle NP disperse in acqua deionizzata (soluzione
nativa) e in mezzo completo di coltura (MEM supplementato con 10% siero
bovino fetale e 1% antibiotico). Le misurazioni sono state eseguite utilizzando
uno Zetasizer nano (ZSP model ZEN5600; Malvern Instruments, UK). Al
tempo zero (t= 0 ore) ogni soluzione madre di ZrO2NP è stata sonicata per
15 minuti e aliquote di NP sono state aggiunte a soluzioni 0.05% di albumina
di siero bovino (BSA; Sigma-Aldrich, Italia) in phospate buffered solution
(PBS; Invitrogen, Italia) per ottenere intermedi che, in mezzo completo di
coltura, risultassero avere una concentrazione di 1.25 µg/cm2. Per valutare
la stabilità colloidale delle ZrO2NP, le analisi in mezzo di coltura sono state
eseguite anche a tempi crescenti di esposizione (t= 24 - 48 - 72 ore); a tal
fine le sospensioni di ZrO2NP sono state mantenute termostatate a 37◦C fino
al momento della loro analisi.
Utilizzando una tecnica elettroacustica (AcoustoSizer II equipaggiato con un
sistema automatico di calibrazione, Colloidal Dynamics, Australia), che ha
permesso di identificare il punto di zero Z- potential (punto isoelettrico) delle
sospensioni di ZrO2NP, le misure di potenziale Z in funzione del pH sono
state eseguite in acqua deionizzata, alla concentrazione finale di 100 µg/cm2
(Tabella 3.1).
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ZrO2NP Acqua deionizzata
pH Z-pot (mV) Diametro (nm) PdI*
Pristine 3.6 41.0±2.0 261±79 0.36±0.08
Silicate 4.6 -40.4±1.8 276±85 0.38±0.08
Low citrate 3.4 40.3±2.7 83±32 0.76±0.22
High citrate 6.5 -47.0±0.0 173±13 0.39±0.08
Mezzo di coltura completo
Pristine
0 h 7.4 -11.7±0.3 1537±84 1.00±0.00
24 h -10.9±0.4 1376±460 0.84±0.28
48 h -10.80±0.37 941±141 1.00±0.00
72 h -11.00±0.40 444±50 0.88±0.21
Silicate
0 h 7.3 -11.0±0.5 244±9 0.99±0.02
24 h -10.2±0.4 172±3 1.00±0.00
48 h -11.20±0.47 141±3 0.59±0.04
72 h -10.90±0.7 101±1 0.54±0.01
Low citrate
0 h 7.3 -11.9±0.6 1950±1018 0.99±0.02
24 h -10.90±0,30 1713±236 0.79±0.20
48 h -11.00±1.41 1530±293 0.80±0.21
72 h -11.2±0.2 1239±49 0.96±0.07
Ultra filtrato 8.2 -22.08±0.72
High citrate
0 h 7.4 -10.3±0.4 26±0 0.68±0.01
24 h -11.1±0.1 36±0 0.47±0.00
48 h -11.20±0.55 55±1 0.47±0.04
72 h -11.20±0.50 62±1 0.42±0.06
Tabella 3.1: Determinazione del potenziale Z e della dimensione media
di ZrO2NP (1.25 µg/cm2) in acqua deionizzata e in mezzo
completo di coltura.
*PdI: polydispersity index
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3.2 Coltura in vitro di fibroblasti murini im-
mortalizzati: linea cellulare Balb/3T3
Per questo lavoro di tesi è stata utilizzata una linea cellulare di fibroblasti
murini immortalizzati, Balb/3T3 clone A31-1-1 (Hatano Research Center,
Giappone) privi di batteri, funghi e micoplasma (Kakunaga, 1973; Kakunaga
e Crow, 1980). Le cellule Balb/3T3 presentano una forma fusiforme allungata,
e crescono in monostrato aderendo al supporto di coltura.
La designazione “3T3” si riferisce alla specifica procedura di subcoltura secondo
la quale 3x105 cellule sono trasferite ogni 3 giorni in nuove piastre Petri
da 60 mm, con lo scopo di mantenere la densità cellulare in condizioni
subconfluenti e minimizzare l’inibizione da contatto. Tra le proprietà che
rendono questa linea cellulare tra le poche utilizzate per lo studio in vitro del
potenziale cancerogeno di composti chimici troviamo: sensibilità all’inibizione
da contatto; forte adesione cellulare al substrato; bassa densità di saturazione
cellulare (1.2-1.3x104 cellule/cm22); alta efficienza di formazione di colonie
(50-55%); tempo di replicazione relativamente ridotto (circa 19 ore); durata
infinita in vitro ; alto grado di sensibilità alla trasformazione chimica; limitata
trasformazione spontanea (Schechtman, 2012).
Il mantenimento e la crescita delle cellule Balb/3T3 sono stati condotti
utilizzando come mezzo di coltura MEM 1X (Minimum Essential Medium)
con sali di Earle e L-glutammina (Life Technologies, Milano), supplementato
con 10% di siero fetale bovino (FBS) (Moregate, Nuova Zelanda) e 1% di
penicillina e streptomicina (penicillina 10.000 unità/ml; streptomicina 10.000
µg/ml; Lonza- BioWhittaker R©, Milano). Il mezzo così ottenuto è stato
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conservato in frigorifero a +4◦C e prima del suo utilizzo riscaldato in bagnetto
termostato a 37◦C.
La sospensione cellulare è stata mantenuta in un incubatore in condizioni
standard (37◦C , 5% di CO2 e 95% di umidità) e una volta raggiunta una
confluenza del 70-80% le cellule sono state staccate dal supporto e contate, o
per la loro propagazione (fino ad un massimo di 8 passaggi dallo scongelamento)
o per l’allestimento degli esperimenti. Si è proceduto con il distaccamento
delle cellule dalle fiasche da coltura sterili (BD Falcon, UK), in seguito al
lavaggio con PBS (Phosphate- Buffered Saline, senza ioni calcio e magnesio, a
pH 7.4. Life Technologies, Milano), mediante l’utilizzo di Trispsina-EDTA
(BioWhittaker R©, Milano). Le cellule sono state poi risospese in mezzo di
coltura e contate nella camera di Bürker-Türk, utilizzando la colorazione con
Trypan blu (BioWhittaker R©, Milano).
Figura 3.2: Monostrato di Balb/3T3. Fonte: http://www.atcc.org.
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3.3 Analisi di internalizzazione di ZrO2NP in
Balb/3T3
L’analisi di internalizzazione delle nanoparticelle è stata effettuata mediante
microscopia elettronica a trasmissione (TEM) nel centro JRC di Ispra (Varese).
3.4 Trattamento delle colture di Balb/3T3 con
ZrO2NP e relativi controlli
Prima di ogni trattamento le soluzioni madri di nanoparticelle di biossido di
zirconio sono state sonicate per 15 minuti in bagno ad ultrasuoni (55 Hz) per
rendere le sospensioni ben disperse. Aliquote di tali sospensioni sono state
risospese dapprima in una soluzione 0.05% (v/v) di albumina di siero bovino
(BSA) in PBS e poi aggiunte alle cellule in coltura in volumi tali da ottenere
le concentrazioni da saggiare, comprese tra 1.25 e 80 µg/cm2.
Per ogni esperimento, inoltre, sono stati allestiti anche un controllo negativo
(cellule non trattate) e un controllo positivo costituito da una soluzione di
metacromato di sodio (Na2CrO4 x 6H2O; Sigma-Aldrich, Italia) 1 mM per il
saggio di CFE, 0.15 µg/ml di mitomicina-C per il saggio CBMN-cyt, 50 µM
di H2O2 per il test della cometa e 3 µg/ml di metilcolantrene per il saggio di
trasformazione morfologica.
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3.5 Citotossicità: test di Efficienza di Forma-
zione di Colonie (CFE)
Il test CFE è stato usato per valutare la citotossicità mediante misurazione del
potenziale clonogenico delle Balb/3T3 in presenza di ZrO2NP, tenendo conto
che il numero di colonie è proporzionale alla vitalità cellulare e inversamente
proporzionale alla citotossicità delle nanoparticelle. Inoltre è stato eseguito
anche come saggio preliminare per la determinazione dell’intervallo di dosi
appropriate per gli esperimenti di trasformazione cellulare.
Al giorno 1 sono state seminate 200 cellule per capsula Petri (60 mm di
diametro, area di 20 cm2; BD Falcon, USA),in un volume totale di 3 ml di
mezzo di coltura.
Trascorse 24 ore dal piastramento, tempo necessario alle cellule per uscire dalla
fase stazionaria del ciclo cellulare, esse sono state esposte alle nanoparticelle di
biossido di zirconio a diverse concentrazioni (1.25-80 µg/cm2). Le cellule così
trattate sono state incubate in condizioni standard, al termine del trattamento
(2-24-48-72 ore) il terreno è stato rimosso e, dopo opportuni lavaggi con PBS
addizionato con 2% di FBS, sostituito con 3 ml di mezzo di coltura completo
fresco. All’ottavo giorno dalla semina le cellule sono state fissate e colorate:
dopo aver rimosso il terreno a ciascuna piastra sono stati aggiunti 3 ml di
fissativo costituito da una soluzione al 3.7% (v/v) di paraformaldeide (Sigma-
Aldrich, Italia) in PBS senza calcio, magnesio e bicarbonato di sodio. Questa
soluzione è stata lasciata agire per 20-25 minuti e quindi, dopo aver rimosso
il fissativo, le colonie sono state colorate con una soluzione al 10% (v/v) di
Giemsa (Sigma-Aldrich, Italia) in acqua deionizzata. Trascorsi 30-40 minuti
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il colorante è stato aspirato e le piastre lasciate asciugare per almeno una
notte. Le risultanti colonie (una colonia, per essere tale, deve essere composta
da almeno 50 cellule) sono state contate mediante stereomicroscopio (Motic,
UK). Per ogni condizione sperimentale sono state allestite tre repliche e gli
esperimenti sono stati eseguiti in duplicato. I risultati sono stati espressi
come CFE percentuale (CFE %) rispetto al controllo non trattato:
CFE% =
media del numero di colonie per ogni trattamento
media del numero di colonie nelle piastre di controllo non trattato
100
Per ogni punto sperimentale è stato calcolato il corrispondente errore medio
standard (SEM=SD/
√
numero totale di repliche) e i dati sono stati grafica-
mente presentati come CFE% ± SEM.
3.6 Cito- e genotossicità: cytome-test del mi-
cronucleo con blocco della citodieresi (CBMN-
cyt)
Il test CBMN-cyt è stato eseguito al fine di valutare gli effetti genotossici delle
nanoparticelle di biossido di zirconio sulle Balb/3T3, mediante formazione di
aberrazioni cromosomiche, quali micronuclei, ponti nucleoplasmatici ed evagi-
nazioni nucleari. Inoltre grazie alla determinazione dell’indice di replicazione,
di apoptosi e necrosi sono stati stimati allo stesso tempo gli effetti citostatici
e citotossici.
Per l’esecuzione del saggio sono state seminate 4x104 Balb/3T3 per ciascun
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pozzetto, in un volume di 3 ml di terreno di coltura, in piastre da 6 pozzetti
(9.5 cm2 di superficie di coltura; Falcon, Italia). Le cellule sono state coltivate
in condizioni standard e dopo 24 ore sono state sottoposte a trattamento con
le NP di biossido di zirconio alle concentrazioni 10-20-40 µg/cm2. Alla 44ma
ora dalla semina delle cellule sono stati aggiunti 6 µg/ml di Citocalasina-B
(Sigma-Aldrich, Milano) in ciascun pozzetto, al fine di garantire il blocco della
citodieresi e quindi la formazione di cellule binucleate. Dopo altre 28 ore di
trattamento (48 ore di trattamento totali) le cellule sono state recuperate
dai pozzetti e le sospensioni cellulari ottenute sono state trasferite in tubi
conici da 15 ml e centrifugate per 10 minuti a 101 g. Al termine della cen-
trifugazione è stato rimosso il surnatante ed effettuato un lieve trattamento
ipotonico, risospendendo il pellet in 5 ml di soluzione ipotonica (KCl 0.075
M), precedentemente posta a 37◦C, che è stata lasciata agire per 1 minuto.
Successivamente ad ogni campione sono stati aggiunti 400 µl di prefissativo
fresco (miscela di metanolo e acido acetico in rapporto 3:5), al fine di bloccare
l’azione ipotonica. Dopo un’ulteriore centrifugazione (101 g per 10 minuti) il
pellet è stato fissato con 10 ml di metanolo assoluto freddo e le provette sono
state conservate a -20◦C per almeno 24 ore. Al momento dell’allestimento
dei vetrini i campioni sono stati centrifugati (10 minuti a 101 g), eliminato
il surnatante e le cellule sono state fissate con 10 ml di soluzione fissativa
composta da metanolo e acido acetico in rapporto 6:1 (posta in precedenza a
-20◦C). Quando si è ottenuta una sospensione trasparente, dopo 2-3 passaggi
in fissativo fresco, è stata effettuata nuovamente una centrifugazione e dopo
aver eliminato il surnatante le cellule sono state risospese e circa 70 µl di
sospensione cellulare sono stati depositati su vetrini portaoggetto precedente-
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mente lavati. Una volta asciugati i vetrini sono stati posti per 15-20 minuti
in vasi di Coplin contenenti una soluzione al 2% di Giemsa (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia). Dopo aver bloccato la colorazione lavando i vetrini in acqua
deionizzata, questi sono stati posti ad asciugare a temperatura ambiente e
trascorse 24 ore è stato possibile effettuarne la lettura mediante microscopio
ottico.
3.6.1 Criteri di conteggio delle cellule vitali e citostasi
Dopo la colorazione i vetrini sono stati osservati al microscopio ottico con un
ingrandimento 400X e si è proceduto ad una doppia valutazione (due operatori
indipendenti) rispettando i criteri standardizzati (Fenech, 2007). Per ciascuna
concentrazione e tipo di nanoparticella di biossido di zirconio sono state
contate un totale di 2000 cellule vitali mononucleate (Mono), binucleate (BN)
(Figura 3.3 A) e multinucleate (Poly), presentanti eventuali micronuclei (MN),
ponti nucleoplasmatici (NPB) ed evaginazioni nucleari (NBUD), (Figura 3.3
D, E, F).
Figura 3.3: CBMN-cyt : esempi di cellule colorate e visualizzate al mi-
croscopio. (A) Cellula binucleata; (B) cellula apoptotica; (C) cellula
necrotica; (D) Cellula binucleata con MN; (E) cellula binucleata con
NPB e MN; (F) cellula binucelata con NBUD.
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Al fine di essere considerate vitali, le cellule mono- bi- e multi-nucleate hanno
risposto alle seguenti caratteristiche:
• citoplasma intatto, morfologia del nucleo normale e contenenti uno, due
o più nuclei;
• presenza di uno o più MN o NBUD e, nel caso di cellule bi- e multinu-
cleate, eventuali NPB.
Seppure in rare occasioni, è possibile osservare cellule multinucleate con
quattro o più nuclei, sintomo di un ciclo cellulare di breve durata o di un
tempo di proliferazione pre-blocco della citodieresi troppo lungo.
La frequenza di cellule mono-, bi- e multinucleate è misurata per determinare
gli effetti citostatici e il tasso di proliferazione cellulare può essere calcolato
utilizzando l’indice di proloferazione cellulare (CBPI):
CBPI =
(1×Mono) + (2× BN) + (3× Poly)
500 cellule vitali
Per valutare gli effetti citostatici delle ZrO2NP è stato utilizzato anche l’indice
di replicazione (RI) che indica il numero relativo di nuclei in colture trattate
rispetto alle colture di controllo non trattate e può essere usato per calcolare
la % di citostasi mediante la seguente formula:
RI =
{
(1× BN) + (2× Poly)
500 cellule trattate
/
(1× BN) + (2× Poly)
500 cellule non trattate
}
×100
Rispetto al CBPI, l’indice di replicazione esprime valori in percentuale e ciò
consente di paragonare i dati risultanti da diversi esperimenti, purché anche
questi esprimano un valore di vitalità cellulare in percentuale.
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3.6.2 Criteri di conteggio di cellule non vitali e citotos-
sicità
Con cellule non vitali si intendono le cellule apoptotiche e necrotiche che,
per le loro caratteristiche, non possono essere contate come vitali e che sono
indice di citotossicità indotta dal composto in esame, nel nostro caso ZrO2NP.
Le cellule apoptotiche (Figura 3.3 B) sono cellule che vanno incontro a morte
programmata e possono essere sia cellule apoptotiche in stadio precoce, rico-
noscibili dalla presenza di condensazione della cromatina all’interno del nucleo
e una membrana citoplasmatica intatta, sia cellule apoptotiche in stadio
tardivo, le quali esibiscono piccoli corpi nucleari all’interno della membrana
citoplasmatica intatta.
In entrambi i casi, l’intensità di colorazione del nucleo, dei frammenti nucleari
e del citoplasma è in genere più intensa di quella delle cellule viali.
La valutazione delle cellule apoptotiche consente di calcolare l’indice apopto-
tico, che viene espresso come dato percentuale secondo la formula:
Indice apoptotico =
numero cellule apoptotiche
500 cellule vitali
× 100
Le cellule necrotiche (Figura 3.3 C) sono cellule che vanno incontro a morte
cellulare causata da danni alla membrana cellulare, agli organelli intracellulari
o alle vie metaboliche necessarie alla sopravvivenza delle cellule. Le cellu-
le necrotiche in stadio precoce presentano citoplasma debolmente colorato,
presenza di numerosi vacuoli (principalmente nel citoplasma e, talvolta, nel
nucleo), membrana citoplasmatica danneggiata ma nucleo generalmente intat-
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to. Le cellule necrotiche in stadio avanzato, invece, mostrano un citoplasma
pallido danneggiato e/o irregolare e la membrana nucleare solo parzialmente
intatta con fuoriuscita di materiale nucleare.
L’indice necrotico viene espresso come dato percentuale applicando la formula:
Indice necrotico =
numero cellule necrotiche
500 cellule vitali
× 100
3.6.3 Criteri di valutazione del danno genotossico
Affinchè le cellule possano essere prese in considerazione per la ricerca di MN,
NPB e NBUD devono rispettare i seguenti criteri:
• i nuclei devono essere intatti e situati all’interno del perimetro citopla-
smatico ben definito;
• i due nuclei delle cellule binucleate devono avere la medesima dimen-
sione e intensità di colorazione, possono toccarsi ma non devono essere
sovrapposti. Nel caso in cui sia presente sovrapposizione dei nuclei, la
cellula può essere valutata e conteggiata solo se i confini nucleari sono
ben definiti;
• il confine citoplasmatico di una cellula deve essere intatto e ben distin-
guibile dal confine citoplasmatico delle cellule adiacenti.
I micronuclei (MN) sono morfologicamente identici ai nuclei ma più piccoli e
presentano le seguenti caratteristiche:
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• il diametro dei MN in genere varia tra 1
16
e 1
3
del diametro medio dei
nuclei principali (equivalente a 1
256
e 1
9
dell’area di uno dei due nuclei
principali);
• i MN non sono rifrangenti e possono quindi essere facilmente distinti da
artefatti di preparazione dei vetrini quali le macchie di colorante;
• i MN non sono collegati ai nuclei principali. Nel caso di contatto,
devono essere distinguibili i confini di entrambi per stabilire assenza di
collegamento tra i due;
• la colorazione ha la stessa intensità di quella dei nuclei principali, ma a
volte può essere più intensa (concentrazione eterocromatinica).
La frequenza dei MN è ottenuta da mediante la formula:
numero MN
1000 cellule binucleate
Il ponte nucleoplasmatico (NPB) è una struttura continua contenente DNA
che collega i nuclei in una cellula binucleata. I NPB provengono da cromosomi
dicentrici e hanno le seguenti caratteristiche:
• la larghezza può variare notevolmente, ma di solito non supera 1
4
del
diametro dei nuclei;
• la colorazione deve presentare le stesse caratteristiche dei nuclei;
• benchè sia un evento raro, è possibile osservare più di un NPB all’interno
di una cellula binucleata;
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• una cellula binucleata contenente NPB può presentare anche uno o più
MN.
La frequenza di NPB è calcolata come :
numero NPB
1000 cellule binucleate
Le evaginazioni nucleari (NBUD), che rappresentano il meccanismo attraverso
il quale il nucleo di una cellula elimina DNA amplificato e complessi di
riparazione, presentano le seguenti caratteristiche:
• sono apparentemente simili ai MN con la differenza che sono connessi
al nucleo tramite un peduncolo che può essere più stretto rispetto alla
vescicola;
• solitamente presentano le stesse caratteristiche di colorazione dei MN;
• occasionalmente gli NBUD possono essere collocati all’interno di un
vacuolo adiacente al nucleo.
La frequenza delle evaginazioni nucleari è ottenuta secondo la fomula:
numero NBUD
1000 cellule binucleate
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3.7 Genotossicità: test della cometa e valuta-
zione del danno primario e ossidativo al
DNA
Il test della cometa permette di valutare il danno, sia esso primario oppure
ossidativo, indotto al DNA dalle ZrO2NP, e il suo principio si basa sulla
capacità di migrazione dei frammenti di DNA sotto l’influenza di un campo
elettrico. Il DNA intatto migra più lentamente rispetto a quello danneggiato
e rimane entro i confini del nucleo, mentre il secondo, nella sua migrazione,
produce una “cometa”. Il danno al DNA (rotture del doppio filamento) viene
valutato in relazione alla lunghezza della coda della “cometa”.
Il saggio è stato effettuato utilizzando i reagenti e applicando il protocollo
proposto dalla ditta Trevigen (catalogo 4250-050-01; Gaithersburg, USA).
7x104 Balb/3T3 sono state seminate in piastre da 6 pozzetti (P6) con 3 ml di
terreno completo di coltura per pozzetto. Dopo aver lasciato aderire e crescere
le cellule in condizioni standard di coltura (37◦C, 5% CO2 e 95% umidità) per
una notte, le Balb/3T3 sono state esposte alle NP di biossido di zirconio in
concentrazioni comprese tra 10 e 40 µg/cm2. Trascorso il tempo di esposizione
alle ZrO2NP (2-24-48-72 ore) le cellule sono state recuperate e congelate a
-80◦C in aliquote da 3x104 cellule in 50 µl di mezzo di congelamento (5%
di siero, 40% di terreno completo e 10% di DMSO). Al momento del test, i
criotubi contenenti le cellule sono stati scongelati in bagnetto termostatato
ed in seguito a ciascuno di essi sono stati aggiunti 500 µl di PBS freddo.
Dopo essere state centrifugate a 200 g per 10 minuti a +4◦C, utilizzando
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una centrifuga refrigerata, è stato rimosso il surnatante e le cellule sono state
risospese in low melting agarose (200 µl per condizione speriementale) e 50 µl
di tale soluzione sono stati distribuiti su vetrini portaoggetto (Trevigen, USA)
aventi già un primo strato di agarosio. Il controllo positivo è stato preparato
esponendo per 5 minuti a +4◦C il pellet di Balb/3T3 a perossido di idrogeno
50 µM. I vetrini così preparati sono stati lasciati riposare e polimerizzare
a +4◦C per 45-60 minuti e successivamente collocati in frigorifero in una
camera di Coplin contenente la soluzione di lisi (Trevigen, USA). Dopo aver
eseguito la lisi per almeno 12 ore, i vetrini sono stati posizionati nella cella
elettroforetica (BIO-RAD, Italia) alla quale è stato aggiunto il Buffer di corsa
alcalino (pH>13) costituito da 4 ml di EDTA 500 mM pH 8, 15 ml di NaOH
10 N, 2 l di acqua deionizzata sterile fredda. Dopo aver lasciato i vetrini a
riposo a +4◦C per 1 ora, tempo durante il quale è avvenuto l’unwinding della
cometa di DNA, si è effettuata la corsa elettroforetica per 30 minuti a 300
mA, 25 V (costante) e +4◦C.
Per identificare la presenza di purine e/o pirimidine ossidate, i vetrini sono
stati incubati sia con gli enzimi (Fpg e EndoIII ) sia con le loro rispettive
soluzioni buffer senza l’enzima per poter ottenere, dalla differenza dei risultati,
il danno effettivo causato dall’enzima senza l’interferenza del buffer.
Perciò a differenza dei vetrini utilizzati per il Comet primario quelli per la
determinazione del danno ossidativo, dopo il periodo di incubazione nella
soluzione di lisi, sono stati immersi nella soluzione di FLARE buffer 1X a
temperatura ambiente per 10 minuti, ripetendo tale operazione tre volte.
Successivamente i vetrini sono stati posizionati orizzontalmente in una camera
umidificata e a ciascun pozzetto sono stati aggiunti 75 µl della soluzione
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contenente gli enzimi Fpg o EndoIII, o la buffer solution. Dopo un periodo di
incubazione (45’) al buio a 37◦C i vetrini sono stati inseriti in una camera
di Coplin contenente la soluzione alcalina (pH>13), per due volte 15 minuti
ciascuna. In seguito sono stati posizionati nella camera elettroforetica, ed
eseguita la corsa nelle medesime condizioni effettuata per il Comet primario.
Al termine della corsa i vetrini, sia per il Comet primario che ossidativo, sono
stati lavati in acqua deionizzata fredda e poi disidratati in etanolo freddo
al 70%. I vetrini sono quindi stati posti al buio e lasciati asciugare. La
colorazione è stata effettuata aggiungendo 20 µl di soluzione colorante (2 µl
di etidio bromuro e 998 µl di acqua deionizzata) per ogni spot sul vetrino.
La coda di DNA è stata misurata in 100 cellule per ciascun campione uti-
lizzando un microscopio a fluorescenza (ingrandimento 200X) equipaggiato
con il software Comet Image Analysis System - version 5.5 (Kinetic Imaging;
Nottingham, UK). Per determinare il numero di siti sensibili ad Endo III
e Fpg è stata calcolata la differenza tra la percentuale di coda di DNA ot-
tenuta dopo la digestione con ciascun enzima e quella ottenuta con il solo
buffer. I dati del test della cometa del danno primario e ossidativo sono stati
rappresentati graficamente come Tail DNA(%) ± SEM.
Figura 3.4: Morfologia dei nuclei esaminati al microscopio a fluorescenza
al termine della corsa elettroforetica. (A) Nucleo intatto; (B)
Nucleo danneggiato, con visibile cometa.
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3.8 Potenziale cancerogeno: saggio di trasfor-
mazione morfologica (CTA)
Il saggio CTA permette di valutare il potenziale cancerogeno di una sostanza
in base alla formazione dei foci di tipo III.
Sono state seminate 2x104 Balb/3T3 in capsule Petri (55 cm2; DB Falcon,
Italia) con 6 ml di terreno di coltura MEM. Dopo 24 ore di incubazione
in condizioni standard, le cellule in coltura sono state esposte alle diverse
ZrO2NP e al controllo positivo (3 µg/ml di metilcolantrene). Trascorse le 72
ore d’esposizione il mezzo di coltura è stato rimosso e sono stati effettuati due
lavaggi con PBS addizionato con 2% di FBS; successivamente è stato aggiunto
del terreno fresco completo. Dopo 8 giorni dall’inizio dell’esperimento, per
le restanti 4 settimane, il cambio del mezzo di coltura è stato effettuato
utilizzando il mezzo Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F12 (DMEM/F12)
arricchito con insulina. Dopo 5 settimane dalla semina, le cellule sono state
fissate per 20 minuti in una soluzione al 3.7% (v/v) di paraformaldeide
(Sigma-Aldrich, Italia) preparata in PBS. Dopo aver rimosso il fissativo, le
cellule sono state colorate per 30 minuti con una soluzione 10% (v/v) Giemsa
(Sigma-Aldrich, Italia) in acqua deionizzata e lasciate ad asciugare. Dopo 12
ore si è proceduto con la conta dei foci di tipo III formatisi, servendosi di uno
stereomicroscopio (Motic, UK) come descritto dall’Agenzia Internazionale
per la Ricerca sul Cancro (IARC/NCI/EPA, 1985). Per ogni condizione
sperimentale sono state allestite 5 repliche e gli esperimenti sono stati eseguiti
in triplicato.
I risultati di trasformazione morfologica sono stati quindi espressi come
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frequenza di trasformazione (Tf) calcolata secondo la formula Tf= [A/(B
x C x D)], con A = numero totale di foci tipo-III per trattamento; B =
CFE(%)/100; C = efficienza di piastramento (%)/100; D = numero di cellule
piastrate moltiplitato per il numero di piastre. L’efficienza di piastramento
(%) viene calcolata: [(numero di colonie formatesi nel controllo negativo x 100)
/ 200], dove 200 corrisponde al numero di Balb/3T3 seminate per ciascuna
capsula di CFE di controllo eseguita in parallelo alla CTA (Ponti et al, 2009).
Tf =
numero foci tipo III
% CFE
100
× %eff piastr
100
× (n cell piastrate × n piastre)
3.9 Analisi statistica
La significatività dei dati relativi ai test effettuati è stata analizzata mediante
l’analisi della varianza a una via (one-way Anova) con correzione di Dunnett
utilizzando il software Graphpad Prism 5 (Graphpad, USA). I valori sono
stati considerati statisticamente significativi per p<0.05.
Gli effetti di dose-dipendenza sono stati valutati attraverso l’analisi della retta
di regressione lineare, grazie all’utilizzo del software Statgraphics X64 (USA).
Capitolo 4
Risultati
Nel presente lavoro di tesi è stata utilizzata la linea cellulare di fibroblasti
murini immortalizzati Balb/3T3 negli esperimenti condotti per valutare la
citotossicità, la genotossicità e il potenziale cancerogeno delle nanoparticelle
di biossido di zirconio (ZrO2NP) non rivestite, rivestite con biossido di silicio
o con due diverse concentrazioni di sodio citrato. Qui di seguito sono riportati
i risultati ottenuti.
4.1 Analisi di internalizzazione di ZrO2NP in
Balb/3T3
L’analisi di internalizzazione (Figura 4.1) h mostrato che le cellule non trattate
con NP (controllo negativo), dopo 48 ore di coltura in terreno completo,
presentano una normale morfologia, con nuclei e organelli ben definiti.
La stessa morfologia è stata osservata per cellule esposte a ZrO2NP pristine,
rivestite con biossido di silicio e sodio citrato nella concentrazione più bassa,
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dove non sono stati evidenziati segni di tossicità. Le cellule esposte a ZrO2NP
high citrate presentano, invece, un aumentato numero di vacuoli allargati e
materiale amorfo nel citosol, che sono caratteristici di un iniziale processo
infiammatorio. Tuttavia, non è stato osservato nessun processo apoptotico o
necrotico. Tutte le ZrO2NP testate sono state osservate sia all’esterno che
all’interno delle cellule, anche sottoforma di agglomerati/aggregati. È stato
inoltre osservato un meccanismo di endocitosi, con fusione delle vescicole con
i lisosomi e successivo rilascio di NP nel citoplasma.
Figura 4.1: Immagine TEM di cellule Balb/3T3 esposte a 20 µg/cm2
di ZrO2NP per 48 ore. A) Balb/3T3 non trattate. Balb/3T3
esposte a: B) ZrO2NP non rivestite; C) ingrandimento di B; D)
ZrO2NP rivestite con biossido di silicio; E) ingrandimento di D; F)
ZrO2NP low citrate; G) ingrandimento di F. H) ZrO2NP high citrate;
I) ingrandimento di H. Si può notare come nelle cellule rappresentate
in H, trattate con ZrO2NP rivestite con la concentrazione più alta
di sodio citrato, vi sia presenza di vacuoli e materiale amorfo nel
citoplasma.
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Figura 4.2: Immagine al TEM di ZrO2NP. A) NP pristine; B) NP silicate;
C) NP low citrate; D) NP high citrate.
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4.2 Test di Efficienza di Formazione delle Colo-
nie (CFE)
La citotossicità basale indotta dalle ZrO2NP è stata saggiata attraverso il test
CFE, che permette di valutare la capacità di una singola cellula di formare
una colonia; si verifica come e se le capacità proliferative e di sopravvivenza
delle cellule variano in presenza di ZrO2NP.
Figura 4.3: CFE in Balb/3T3 esposte a ZrO2NP pristine e funzionalizza-
te con biossido di silicio e sodio citrato. La citotossicità è stata
valutata in cellule Balb/3T3 mediante il saggio CFE. Le cellule sono
state esposte a concentrazioni crescenti di ZrO2NP rivestite e non per
2, 24, 48 e 72 h. Il controllo positivo (1 mM metacromato di sodio)
ha indotto 0% CFE (dato non mostrato). Analisi statistica eseguita
mediante one-way ANOVA applicando la correzione di Dunnett per
confronti multipli: * p<0.05.
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I tempi di esposizione saggiati corrispondono a 2 - 24 - 48 - 72 ore e le
concentrazioni di ZrO2NP saggiate sono comprese tra 1.25 µg/cm2 e 80
µg/cm2; a ciascuna delle ZrO2NP sono stati affiancati il controllo negativo
(C-, cellule non esposte) e il controllo positivo (C+, 1 mM Na2CrO4). Come si
può notare dai risultati riportati in Figura 4.3 il trattamento con le ZrO2NP in
Balb/3T3 non ha indotto degli evidenti effetti citotossici. Infatti il trattamento
con ZrO2NP rivestite con biossido di silicio e le NP high citrate non ha
indotto in maniera statisticamente significativa una riduzione della vitalità
cellulare, per nessun tempo di esposizione. Al contrario, si è osservato un
debole effetto citotossico (p<0.05) indotto dalle ZrO2NP pristine (solo alla
concentrazione di 80 µg/cm2, dopo 72 ore di trattamento), e funzionalizzate
con la concentrazione minore di sodio citrato (solo dopo 24 ore di trattamento
ed alla dose più bassa di 1.25 µg/cm2).
4.3 Cytome-test del micronucleo con blocco del-
la citodieresi (CBMN-cyt)
L’analisi della citostasi, della citotossicità e della genotossicità indotta dalle
ZrO2NP non rivestite, rivestite con biossido di silicio e sodio citrato sulle
Balb/3T3 è stata effettuata attraverso il test CBMN-cyt. Le cellule sono
state esposte per 48 ore a concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di
ZrO2NP ed a 0.10 µg/ml di mitomicina-C (controllo positivo, C+), cui è stato
affiancato il controllo non trattato (C-). Gli effetti indotti dalle NP sono stati
osservati mediante lettura al microscopio ottico e qui di seguito sono riportati
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i risultati dell’osservazione dei campioni.
4.3.1 Citostasi : Indice di proliferazione (CBPI) e Indi-
ce di replicazione (RI)
Attraverso l’analisi dell’indice di proliferazione cellulare con blocco della ci-
todieresi (CBPI) (Figura 4.4) si osserva che, rispetto al controllo negativo
(C-), ZrO2NP inducono un effetto citostatico considerevole. Infatti lo studio
dei dati attraverso l’analisi della varianza a una via (one-way ANOVA con
correzione di Dunnett per confronti multipli) ha evidenziato valori statistica-
mente significativi (p<0.001) per tutte le nanoparticelle saggiate e a tutte le
concentrazioni; per le ZrO2NP high citrate alla concentrazione di 20 µg/cm2,
invece, si è registrato un p-value minore (p<0.05) ma comunque significativo.
Dall’analisi della retta di regressione si può notare anche un effetto dose-
dipendente per le NP non rivestite e quelle low citrate (rispettivamente
p=0.0298, r=0.99 e p=0.05, r=-0.99).
Affiancando l’analisi dell’indice di replicazione (RI) si può individuare un
effetto comparabile a quello ottenuto utilizzando l’analisi dell’indice di proli-
ferazione cellulare.
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Figura 4.4: Analisi degli effetti sulla proliferazione delle cellule Bal-
b/3T3 indotti da ZrO2NP diversamente rivestite: analisi
dell?indice di proliferazione cellulare (CBPI) e dell?indice
di replicazione (RI). Le cellule sono state esposte a concentrazioni
crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite e non, per 48
h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 0.10 µg/ml MMC. Ana-
lisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con correzione di
Dunnett per confronti multipli: * p<0.05; *** p<0.001.
4.3.2 Citotossicità: apoptosi e necrosi
Dall’analisi dell’indice apoptotico e necrotico si osserva che tutte le ZrO2NP
risultano citotossiche nel nostro sistema cellulare (Figura 4.5). In particolare,
per quanto riguarda l’indice apoptotico, le NP non rivestite inducono effetti
statisticamente significativi alle dosi di 20 e 40 µg/cm2, quelle rivestite con
biossido di silicio e le NP low citrate alle dosi più alte, mentre le NP funzio-
nalizzate con high citrate alla dose di 10 e 40 µg/cm2. Si osserva un effetto
dose-dipendente per le NP pristine, come confermato dall’analisi della retta
di regressione (p=0.03 e r=0.99).
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L’indice necrotico mostra che le NP pristine inducono effetti elevati (p<0.001)
a 40 µg/cm2, quelle silicate a 20 e 40 µg/cm2, mentre entrambe le NP citrate
a tutte le dosi saggiate.
Figura 4.5: Valutazione degli effetti apoptotici e necrotici delle ZrO2NP
nelle cellule Balb/3T3 a 48 ore. Le cellule sono state esposte a
concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite e
non, per 48 h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 0.10 µg/ml
MMC. Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con
correzione di Dunnett per confronti multipli: * p<0.05; ** p<0.01;
*** p<0.001.
4.3.3 Genotossicità: formazione di Micronuclei (MN),
Ponti nucleoplasmatici (NPB) ed Evaginazioni nu-
cleari (NBUD)
Il danno cromosomico è stato valutato come la capacità di aumentare la
frequenza di MN, NPB e NBUD in cellule Balb/3T3 binucleate. Come
mostrato in Figura 4.6 tutte le ZrO2NP testate, ad eccezione delle NP rivestite
con low citrate, inducono una lieve formazione di micronuclei (MN) rispetto
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al controllo negativo (14.50 ± 1.44 MN/1000BN). Solo la concentrazione
più alta (40 µg/cm2) delle NP pristine e rivestite con biossido di silicio, e le
dosi di 10 e 40 µg/cm2 delle NP funzionalizzate con la concentrazione più
alta di sodio citrato, mostrano un aumento statisticamente significativo della
frequenza di MN.
Figura 4.6: Valutazione della formazione di micronuclei (MN) in cellule
Balb/3T3 binucleate esposte a NP. Genotossicità, valutata come
formazione di micronuclei, in Balb/3T3 esposte a concentrazioni
crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite e non, per
48 h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 0.10 µg/ml MMC.
Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con correzione
di Dunnett per confronti multipli: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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La formazione di ponti nucleoplasmatici (NPB), indicatori della presenza di
cromosomi dicentrici e/o fusioni telomeriche, risulta statisticamente significa-
tiva per tutte le concentrazioni testate delle ZrO2NP pristine e per le dosi di
10 e 20 µg/cm2 delle NP rivestite con low citrate (Figura 4.7), comparate con
il controllo C- (9.50 ± 1.06 NPB/1000BN).
Figura 4.7: Valutazione della formazione di ponti nucleoplasmatici
(NPB) e di evaginazioni nucleari (NBUD) in cellule Bal-
b/3T3 binucleate esposte a NP. Le Balb/3T3 sono state esposte
a concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite
e non, per 48 h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 0.10 µg/ml
MMC. Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con cor-
rezione di Dunnett per confronti multipli:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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L’induzione di evaginazioni nucleari (NBUD), indicanti l’eliminazione di DNA
amplificato e/o complessi di riparazione, risulta statisticamente significativa
(p<0.001) solo per la dose più alta delle NP di biossido di zirconio non
rivestite (Figura 4.7). Mentre per le altre NP testate la frequenza di NBUD
risulta simile o più bassa rispetto al controllo negativo C- (2.50 ± 0.35
NBUD/1000BN).
4.4 Confronto dei dati di citostasi, citotossici-
tà e genotossicità in Balb/3T3 esposte a
ZrO2NP
Analizzando CBPI e RI in presenza delle quattro diverse ZrO2NP si osservano
effetti citostatici a tutte le condizioni saggiate. Valutando la citotossicità,
mediante analisi degli eventi apoptotici e necrotici, si evidenzia che le NP
rivestite con sodio citrato inducono più significativamente morte cellulare
per necrosi a tutte le dosi saggiate in colture di Balb/3T3. La citotossicità
osservata in seguito ad esposizione a ZrO2NP pristine e rivestite con silicio è
maggiormente evidente alle dosi più alte. Contrariamente non si è registrata
una citotossicità delle NP di biossido di zirconio mediante il saggio CFE,
ad eccezione di una lieve significatività per la dose più alta (80 µg/cm2) di
ZrO2NP non rivestita, solo dopo 72 ore di trattamento, e per la dose più
bassa di ZrO2NP low citrate, dopo 24 ore di trattamento.
Per quanto concerne la genotossicità, invece, si registra un lieve danno ge-
notossico alla concentrazione più alta di tutte le NP saggiate, e anche alla
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dose di 10 µg/cm2 per le NP funzionalizzate high citrate, mentre si osserva
un aumento statisticamente significativo di evaginazioni nucleari solo per
le NP pristine, alla dose più alta. Inoltre queste ultime sembrano indurre
un maggior numero di ponti nucleoplasmatici per tutte le dosi e in maniera
statisticamente più significativa per le dosi più alte; così anche le NP rivestite
con biossido di silicio, soprattutto alle dosi più basse, anche se non mostra
un danno genotossico significativo relativo agli altri biomarcatori. Quindi la
presenza o assenza di rivestimento di superficie non sembra rivestire un ruolo
cruciale nell’induzione dei danni genotossici.
4.5 Danno primario ed ossidativo al DNA: test
della cometa
Il test della cometa è stato eseguito per valutare la genotossicità, in termini
di rotture a singolo e doppio filamento del DNA, causata dall’esposizione a
ZrO2NP in concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) per 2 - 24 - 48 - 72
ore, in colture di Balb/3T3.
Il test è stato eseguito anche con gli enzimi di restrizione Endo III e Fpg,
solo per il trattamento a 2 e 24 ore, permettendo così di determinare se il
danno ossidativo al DNA fosse stato, rispettivamente, a carico di pirimidine
o purine. Di seguito sono riportati i risultati ottenuti.
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4.5.1 Danno primario al DNA
In seguito a 2 ore di trattamento, rispetto al controllo negativo (C-), si osserva
un aumento del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale
di DNA migrato nella coda, Tail DNA %) in seguito ad esposizione a tutte le
ZrO2NP saggiate (Figura 4.8).
Ciò si registra anche dopo 24 ore di trattamento benché non si riscontra
un danno genotossico statisticamente significativo per le dosi maggiori di
ZrO2NP pristine e citrate.
Figura 4.8: Valutazione del danno primario al DNA mediante il test
della cometa, in colture di Balb/3T3, dopo 2 e 24 ore di
trattamento. Le Balb/3T3 sono state esposte a concentrazioni
crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite e non, per 2
e 24 h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 50 µM di H2O2.
Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con correzione
di Dunnett per confronti multipli:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
Anche dopo 48 ore di trattamento le NP inducono un danno al DNA (Figura
4.9), ma le NP non rivestite in maniera statisticamente significativa solo alla
dose più alta (40 µg/cm2) con p<0.01; anche tutte le dosi saggiate delle NP
silicate e rivestite con low citrate inducono effetti significativi. Solo le NP
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high citrate non inducono un danno statisticamente significativo al DNA.
Dopo 72 ore di trattamento solo la dose più alta delle NP pristine e la dose
più bassa delle NP high citrate inducono danno genotossico (rispettivamente
p<0.01 e p<0.05) (Figura 4.9).
Inoltre sia dopo 48 che 72 ore di esposizione alle NP pristine si ha una risposta
dose-dipendente nell’induzione del danno al DNA (rispettivamente p=0.0260,
r=0.999 e p=0.0094, r=0.999).
Figura 4.9: Valutazione del danno primario al DNA mediante il test
della cometa, in colture di Balb/3T3, dopo 48 e 72 ore di
trattamento. Le Balb/3T3 sono state esposte a concentrazioni
crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP, rivestite e non, per 48
e 72 h. Il controllo positivo (C+) è costituito da 50 µM di H2O2.
Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con correzione
di Dunnett per confronti multipli:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
4.5.2 Danno ossidativo al DNA
La valutazione del danno ossidativo al DNA generato in seguito all’esposizione
di colture di Balb/3T3 a nanoparticelle di biossido di zirconio diversamente
rivestite, per tempi di esposizione di 2 e 24 ore, è stata eseguita mediante l’u-
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tilizzo dell’enzima di restrizione Endo III (Figura 4.10), che specificatamente
riconosce le pirimidine ossidate, e dell’enzima Fpg (Figura 4.11), che invece è
specifico per le basi puriniche.
Dopo 2 ore di trattamento si osserva un aumento delle pirimidine ossidate
solo per la concentrazione più bassa di NP pristine, invece dopo 24 ore si
osserva una significatività solo per le dosi di 20 e 40 µg/cm2 delle NP silicate.
Mentre in seguito all’utilizzo dell’enzima Fpg, dopo 2 ore di trattamento con
le ZrO2NP, si ha un aumento statisticamente significativo delle basi puriniche
ossidate per tutte le dosi di NP silicate e per la dose più alta delle NP low
citrate. Dopo 24 ore, invece, solo per le NP funzionalizzate con la concentra-
zione minore di sodio citrato, alla dose intermedia di 20 µg/cm2, si registra
un debole aumento delle basi puriniche ossidate.
Figura 4.10: Valutazione del danno ossidativo alle pirimidine mediante
il test della cometa con utilizzo di Endo III. Le Balb/3T3
sono state esposte a concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2)
di ZrO2NP, rivestite e non, per 2 e 24 h. L’enzima Endo III taglia a
livello delle pirimidine ossidate. Il controllo positivo (C+) è costituito
da 50 µM di H2O2. Analisi statistica eseguita mediante one-way
ANOVA con correzione di Dunnett per confronti multipli:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 4.11: Valutazione del danno ossidativo alle purine mediante il
test della cometa con utilizzo di Fpg. Le Balb/3T3 sono state
esposte a concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP,
rivestite e non, per 2 e 24 h. L’enzima Fpg taglia a livello delle
purine ossidate. Il controllo positivo (C+) è costituito da 50 µM
di H2O2. Analisi statistica eseguita mediante one-way ANOVA con
correzione di Dunnett per confronti multipli:
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
4.6 Potenziale cancerogeno di ZrO2NP
Il potenziale cancerogeno è stato analizzato attraverso il test di trasformazione
cellulare (CTA), che prevede un singolo tempo di esposizione di 72 ore.
Le concentrazioni saggiate sono di 10, 20 e 40 µg/cm2, a cui sono stati
affiancati il controllo positivo (C+, 3 µg/ml Metilcolantrene) e il controllo
negativo (C-, cellule non trattate). Come mostrato in Figura 4.12, le ZrO2NP
pristine e citrate inducono trasformazione morfologica in Balb/3T3 a tutte
le concentrazioni testate. In particolare, il materiale pristino è altamente
significativo (p<0.001) alle concentrazioni di 20 e 40 µg/cm2 e si ha un
aumento della frequenza di trasformazione (Tf), rispettivamente, di 6.6 e
7.0 volte maggiore rispetto al C-. Analogamente, le NP rivestite con high
citrate inducono una formazione di foci di tipo III statisticamente significativa
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(p<0.001) alle concentrazioni di 20 e 40 µg/cm2 e, comparato con il controllo
non trattato, si registra un aumento della cancerogenesi rispettivamente di
12.4 e 32.2 volte. Anche le NP low citrate inducono un effetto statisticamente
significativo a tutte le dosi, mostrando gli effetti maggiori a 40 µg/cm2
(Tf = 7.72 · 10−4 ± 0.65). Al contrario, NP di biossido di zirconio silicate
non inducono maggiore frequenza rispetto al C-. Inoltre come dimostrano i
risultati della retta di regressione (p=0.0158 e r=0.99) è presente un effetto
dose-dipendente per le NP high citrate.
Figura 4.12: Saggio di trasformazione morfologica in cellule Balb/3T3
esposte a ZrO2NP. Le Balb/3T3 sono state esposte per 72 h a
concentrazioni crescenti (10 - 20 - 40 µg/cm2) di ZrO2NP rivestite
e non. Per valutare il potenziale cancerogeno di ZrO2NP è stata
calcolata la frequenza di trasformazione e i dati comparati con il
controllo non trattato (C-). C+: 3µg/ml di metilcolantrene. Analisi
statistica eseguita mediante one-way ANOVA con correzione di
Dunnett per confronti multipli: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
Capitolo 5
Discussione
Questo lavoro di tesi si colloca all’interno di un progetto europeo, Sanowork,
il cui obiettivo è quello di indagare la tossicità indotta da nanoparticelle
pristine e funzionalizzate al fine di valutare se la rimediazione è in grado di
renderle più biocompatibili e quindi più sicure per la salute dell’uomo. Per
tale motivo sono stati presi in esame quattro tipi di nanoparticelle di biossido
di zirconio, ovvero pristine, rivestite con biossido di silicio e con due diverse
concentrazioni di sodio citrato (low e high citrate).
Il potenziale tossico delle ZrO2NP pristine e diversamente rivestite è stato
saggiato mediante il test di efficienza di formazione delle colonie (CFE), il
Cytome-test del micronucleo con blocco della citodieresi (CBMN-cyt), il test
della cometa e il saggio di trasformazione cellulare (CTA).
Per il saggio CFE, che rileva la citotossicità basale analizzando il potenziale
clonogenico delle cellule trattate con le NP, si è provveduto a saggiare una
gamma di concentrazioni comprese tra 1.25 µg/cm2 e 80 µg/cm2, per tempi
di esposizione di 2-24-48-72 ore, in modo da individuare se vi fosse potenziale
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tossico e in quale intervallo esso fosse compreso. Per testare la citostasi ed il
potenziale citotossico e genotossico di ZrO2NP attraverso il CBMN-cyt (espo-
sizione di 48 ore) e il test della cometa (esposizione di 2-24-48-72 ore) sono
state selezionate le concentrazioni di 10-20-40 µg/cm2. Mentre per valutare il
potere cancerogeno delle NP mediante il test CTA sono state analizzate le
medesime concentrazioni per un tempo di esposizione di 72 ore.
Nel nostro sistema modello Balb/3T3 con il saggio CFE non è stato osservato
alcun effetto citotossico per le NP di biossido di zirconio pristine, se non per
la dose più alta di 80 µg/cm2 dopo 72 ore di trattamento. In letteratura
sono presenti pochi lavori che valutano il potenziale cito e genotossico, sia
in vivo che in vitro, indotto dalle nanoparticelle di biossido di zirconio. La
maggior parte di questi mette in evidenza l’elevata biocompatibilità di questa
nanoparticella. A tal proposito uno studio di Marcus e co-autori (1996) su
lavoratori esposti a biossido di zirconio ha dimostrato che dopo un tempo
di esposizione di 20 anni, con concentrazioni fino a 30 mg/m3, non sono
state riscontrate anomalie nelle radiografie del torace, per esempio formazione
di granulomi, né compromissione dei parametri polmonari. Nel lavoro di
Landsiedel e collaboratori (2014) sono stati valutati gli effetti dell’esposizione
di ratti alle ZrO2NP (0.5-2.5-10 mg/m3), per 5 giorni consecutivi. Gli effetti
a breve termine sono stati osservati dopo 14-21 giorni dall’esposizione e non
sono state riscontrate variazioni nei livelli di proteine, enzimi, citochine o
chemiochine nel BALF (Fluido dopo lavaggio broncoalveolare), o nei livelli di
citochine nel tessuto polmonare.
Soto e collaboratori (2007) hanno esaminato gli effetti delle ZrO2NP in macro-
fagi alveolari murini, macrofagi umani e cellule dell’epitelio polmonare, non
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riscontrando un’azione citotossica. Allo stesso modo nel lavoro di Demir e
co-autori (2013a) non è stato osservato effetto citotossico in cellule embrionali
renali umane (HEK293) e linfociti di sangue periferico trattate con le NP
di biossido di zirconio alle concentrazioni di 1-10-100 µg/ml, in accordo con
i risultati ottenuti con il FDA/EB viability assay. Queste NP non hanno
mostrato citotossicità nemmeno in modelli animali come D. melanogaster
(Demir et al, 2013b), o nel lievito S. cerevisiae (Otero-González et al, 2013) e
ancora in batteri, alghe e crostacei (Velzeboer et al, 2008).
Al contrario in due lavori è stata osservata capacità citotossica delle ZrO2NP.
Karunakaran e collaboratori (2012) hanno registrato un decremento della
vitalità cellulare dal 97% al 73.3%. In questo lavoro la linea cellulare di
fibroblasti embrionali murini (NIH 3T3) è stata esposta per 48 ore a diver-
se concentrazioni di ZrO2NP (12.5-25-50-100-200 µg/ml), e la citotossicità
misurata mediante saggio MTT. Anche in un altro studio nanoparticelle
costituite da biossido di zirconio hanno indotto una moderata citotossicità,
valutata mediante MTT, in linee cellulari di macrofagi e di epitelio alveolare
umano (Lanone et al, 2009). Un motivo di variabilità nei risultati osservati
in letteratura può derivare dalla capacità delle NP di interferire con i test
colorimetrici utilizzati per lo studio della citotossicità (WST-1, Neutral Red
o MTT), in quanto si possono generare artefatti e falsi positivi in seguito ad
opacizzazione del mezzo di coltura, generata da NP residue che possono così
interferire con le letture dell’assorbanza (Kroll et al, 2012; Guadagnini et al,
2013; Lupu e Popescu, 2013). In tale contesto il test CFE da noi eseguito
risulta essere un test efficiente per la valutazione del potere citotossico delle
nanoparticelle, non essendo un test colorimetrico. Inoltre in un recente studio
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(Ponti et al, 2015) è risultato essere altamente ripetibile sia intralaboratorio
che interlaboratorio, tanto da essere consigliato dal Joint Research Centre
(JRC, Centro di riferimento della Comunità Europea) come test preliminare
per la valutazione degli effetti citotossici delle NP.
Dall’analisi dell’indice di proliferazione cellulare, eseguita mediante test
CBMN-cyt nel nostro sistema modello Balb/3T3, si può osservare che le
ZrO2NP pristine presentano degli effetti citostatici evidenti, mostrando anche
un effetto dose-dipendente. Queste nanoparticelle mostrano una significativa
citotossicità, confermata dall’induzione di fenomeni apoptotici e necrotici, in
particolar modo alle concentrazioni più alte.
La differenza nei risultati riguardanti la citotossicità, valutati mediante il
test CFE e del Cytome, può essere spiegata dal fatto che tali saggi valutano
endpoint differenti e utilizzano diversi disegni sperimentali. Infatti mentre
con il Cytome si vanno a considerare le cellule non vitali, mediante le figure
apoptotiche e necrotiche, con il saggio CFE si valuta la capacità delle cellule
di formare colonie e non sono quindi considerati meccanismi di citotossicità
specifici. Inoltre le colonie possono essere formate da quelle cellule che so-
pravvivono dopo il trattamento e dopo 7 giorni di coltura cellulare (Ponti et
al, 2006). Un altro importante parametro che differenzia i due test è il tempo
che intercorre tra la fine del trattamento ed il recupero delle cellule, che è
immediato nel CBMN-cyt, mentre nella CFE le cellule vengono mantenute in
coltura ancora per altri tre o quattro giorni, a seconda del tempo di esposi-
zione. Quindi mentre con il primo viene valutata una istantanea dell’effetto
delle NP dopo 48 ore di trattamento, nel test CFE viene comunque dato del
tempo alle cellule vitali per replicarsi.
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Nel valutare la genotossicità mediante il test del MN è stato evidenziato che
solo la dose più alta delle ZrO2NP pristine è in grado di indurre un danno
cromosomico statisticamente significativo rispetto al controllo negativo. Lo
stesso è stato osservato per la formazione degli NBUD, mentre un’induzione
di NPB è stata osservata per tutte le dosi testate. La genotossicità valutata
mediante il Comet Assay ha evidenziato la capacità delle ZrO2NP di indurre
danni a carico del DNA a 2 e 24 ore di trattamento e questo effetto sembra
ridursi dopo 48 e 72 ore di esposizione, dove solo la dose più alta induce un
effetto significativo. In letteratura è presente solo un lavoro che ha valutato gli
effetti genotossici del ZrO2NP mediante il Comet Assay (Demir et al, 2013a).
Demir e collaboratori hanno trattato cellule HEK293 e linfociti di sangue
periferico umano, con NP di biossido di zirconio alle concentrazioni di 1-10-100
µg/ml. È stato eseguito il test della cometa effettuando un trattamento di
3 ore e non è stata osservata genotossicità. I differenti risultati osservati
possono ovviamente essere dovuti alle diverse linee cellulari utilizzate, ed alle
differenti concentrazioni testate. Inoltre le diverse caratteristiche di superficie
delle NP possono causare interferenza con il test della cometa, in seguito alla
permanenza all’interno della cellula delle NP dopo il trattamento. Queste
possono essere osservate nella “testa” della cometa (Stone et al, 2009; Karlsson,
2010), dove potrebbero determinare una riduzione della intensità della fluore-
scenza, interferendo con la valutazione del danno da parte del software. Falsi
positivi potrebbero essere ottenuti in seguito a rotture addizionali al DNA
indotte dalla persistenza di NP nel corso dell’allestimento dei preparati per
l’osservazione delle comete, però, ad ora, non vi sono evidenze sperimentali
(Magdolenova et al, 2012).
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Come noto in letteratura, tra i possibili meccanismi di genotossicità, causata
dall’esposizione alle NP, vi è l’aumento della produzione di ROS ma anche la
riduzione delle difese cellulari antiossidanti (Magdalenova et al, 2014). A tal
proposito, Asadpour e co-autori (2014) hanno osservato che, in cellule PC12
e N2a (linee cellulari neuronali di ratto e topo, rispettivamente), ZrO2NP a
concentrazioni maggiori di 250 µg/ml esercitano un effetto antiproliferativo in
conseguenza alla riduzione delle difese antiossidanti (misurata come decremen-
to dell’attività della glutatione perossidasi). Questi autori hanno registrato
tale esito già dopo 12 ore di trattamento, osservando anche un effetto dose-
dipendente, diventando molto più evidente dopo 48 ore di esposizione alle NP
per entrambe le linee cellulari. Gli effetti indesiderati dello stress ossidativo,
dovuti all’interazione diretta delle ZrO2NP con la membrana plasmatica e/o
all’accumulo dei radicali liberi come conseguenza della riduzione dell’attività
della glutatione perossidasi, si traducono nella perossidazione lipidica, danno
al DNA e induzione di apoptosi (Chen e Mao, 2007; Ismagilov et al, 2012;
Khan et al, 2013). Nel nostro lavoro abbiamo valutato i potenziali effetti
ossidativi delle NP pristine mediante test della cometa con l’uso degli enzimi
Endo III e Fpg osservando che solo la dose più bassa è in grado di indurre
danno alle purine solo dopo 2 ore di trattamento.
Nel valutare il danno genotossico un aspetto importante è la scelta della linea
cellulare da testare. Le diverse risposte ottenute dopo l’esposizione alle NP
rispecchiano anche quella che è la diversità biochimica delle cellule. Infatti,
ad esempio, i neuroni sono più sensibili allo stress ossidativo rispetto ad altri
tipi cellulari per via dell’alto tasso di attività metabolica ossidativa e per le
quantità relativamente basse di antiossidanti endogeni (Doyle e Stenzel-Poore,
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2008; Maier e Chan, 2002).
Sebbene i risultati ottenuti con i test di cito- e genotossicità hanno evidenzia-
to effetti eterogenei delle NP pristine, il test CTA ha mostrato che la dose
intermedia e più alta inducono formazione di foci di tipo III, indicando il loro
potenziale effetto cancerogeno. Il test CTA non è molto diffuso perché di
difficile esecuzione e richiede operatori capaci di discriminare le varie tipologie
di foci. In letteratura perciò non sono ad oggi presenti studi sul potenziale
cancerogeno delle ZrO2NP testate attraverso CTA.
Il progetto europeo Sanowork, in cui si inserisce questo lavoro di tesi, si
prefigge di trovare metodi efficaci per ridurre il potenziale tossico delle na-
noparticelle, allo scopo di preservare la salute umana, soprattutto in ambito
occupazionale. Un metodo per alterare le caratteristiche chimico-fisiche delle
NP, e quindi la loro tossicità, è rappresentato dalla loro modulazione superfi-
ciale attraverso il rivestimento con altri materiali.
È stato quindi interessante analizzare il potenziale citogenotossico di ZrO2NP
diversamente rivestite, per capire se la rimediazione possa ridurre la loro
tossicità. A tale scopo sono state utilizzate NP ricoperte con biossido di
silicio e con due concentrazioni diverse di sodio citrato (ZrO2NP low citrate e
ZrO2NP high citrate).
La scelta e l’uso di ossido di silicio (SiO2NP) come rivestimento delle nano-
particelle di biossido di zirconio per attenuarne la citotossicità sono dettate
dalle numerose evidenze sperimentali che riportano come SiO2NP non siano
tossiche (Uboldi et al, 2012) e come NP rivestite di silicio siano biocompatibili
ed utilizzabili in applicazioni biomediche (Kuthati et al, 2013; Mody et al,
2013; Tarn et al, 2013). Come per le NP pristine, le NP silicate non hanno in-
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dotto effetti citotossici mediante il test CFE, inoltre sembrano ridurre l’effetto
trasformante rilevato per le NP pristine mediante il saggio CTA. Tuttavia nel
nostro lavoro abbiamo registrato un’elevata citostasi, ma anche citotossicità,
osservabile soprattutto nell’aumento delle figure necrotiche, in particolar modo
alle dosi più alte. Per quanto concerne il danno genotossico non sono stati
rilevati degli effetti statisticamente significativi mediante la valutazione dei
biomarcatori quali NPB ed NBUD, se non per un lieve aumento del numero
di MN rispetto al controllo non trattato per la dose più alta di 40 µg/cm2. Al
contrario abbiamo osservato un elevato danno genotossico mediante il saggio
della cometa. Questo danno sembra tuttavia ridursi in relazione all’aumento
del tempo di esposizione alle NP, infatti non viene registrato dopo 72 ore di
trattamento. Probabilmente le NP esplicano la loro azione molto rapidamente,
portando anche all’induzione di danno ossidativo sia a livello di purine che di
pirimidine (come dimostrato dai nostri risultati ottenuti mediante l’utilizzo
degli enzimi Endo III e Fpg), e successivamente esso viene riparato grazie
all’intervento dei sistemi di riparazione.
In accordo con i nostri risultati molti studi in vitro hanno evidenziato la
capacità di SiO2NP di ridurre la vitalità in vari tipi cellulari di origine umana
e murina e di aumentare la produzione di specie reattive dell’ossigeno e di
citochine pro-infiammatorie (Choi et al, 2010; Eom e Choi, 2009; Morishige
et al, 2010; Napierska et al, 2009; Rabolli et al, 2010; Yang et al, 2010; Ye et
al, 2010).
Per quanto riguarda il citrato, in letteratura sono presenti molti lavori che
evidenziano il suo potenziale citotossico. Il sodio citrato viene spesso adot-
tato come agente riducente, in quanto in grado di migliorare la repulsione
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elettrostatica (El Badawy et al, 2011) e favorire la dispersione delle NP in
soluzione. Tuttavia, contrariamente a quanto ipotizzato, con nanoparticelle
di oro rivestite con citrato si è osservata una maggiore aggregazione ed una
localizzazione delle NP in vescicole nel citoplasma e in posizione peri-nucleare,
con conseguente induzione di danni a livello del DNA (Fraga et al, 2013).
Uboldi e colleghi hanno dimostrato che AuNP inducono citotossicità in cellule
epiteliali umane (A549 e NCIH441) e che gli effetti tossici esercitati correlano
con la presenza di sodio citrato sulla superficie delle NP (Uboldi et al, 2009).
I nostri risultati sperimentali non hanno evidenziato riduzioni della tossicità
delle ZrO2NP citrate rispetto alle NP pristine. In accordo con i dati presenti
in letteratura, nelle nostre condizioni sperimentali, per entrambe le NP di
biossido di zirconio rivestite con sodio citrato abbiamo osservato un effetto
citostatico, anche dose-dipendente per le ZrO2NP low citrate. Sono presenti
anche effetti citotossici, soprattutto nell’induzione di eventi necrotici. Dal-
l’analisi di internalizzazione delle nanoparticelle di biossido di zirconio in
Balb/3T3, si osserva che le cellule esposte a NP high citrate presentano un
aumentato numero di vacuoli allargati e materiale amorfo nel citosol, che sono
caratteristici di un iniziale processo infiammatorio. E’ stato inoltre registrato
un effetto genotossico, mediante il Comet assay, che sembra comunque de-
cadere dopo 48 e 72 ore di trattamento. Non è stata evidenziata induzione
di danno ossidativo, ad eccezione di un lievissimo danno alle pirimidine da
parte delle NP di biossido di zirconio low citrate.
Inoltre tali NP hanno indotto in maniera statisticamente significativa la
formazione di foci di tipo III. Risultano perciò potenzialmente cancerogene,
soprattutto le NP high citrate che presentano anche un effetto dose-dipendente.
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Dal saggio CBMN-cyt abbiamo registrato una ridotta genotossicità, infatti
in seguito al trattamento per 48 ore non è stata indotta la formazione di
NBUD, mentre il numero di MN è risultato statisticamente significativo solo
per la dose più bassa e più alta di ZrO2NP high citrate. Inoltre solo le NP low
citrate, alla concentrazione di 10 e 20 µg/cm2, hanno indotto la formazione di
ponti nucleoplasmatici. Così come per le NP non rivestite e quelle rivestite
con biossido di silicio, le ZrO2NP citrate non hanno indotto effetti citotossici
nel test di efficienza di formazione delle colonie.
Secondo quanto emerso dai nostri esperimenti, si potrebbe concludere che i
rivestimenti utilizzati non siano efficaci per ridurre la tossicità delle ZrO2NP
sulle colture di Balb/3T3: la presenza del silicio sulla superficie delle ZrO2NP
sembrerebbe attenuare il potere trasformante dello zirconio, ma non si può
dire la stessa cosa riguardo al danno indotto al DNA, per cui le NP rimediate
inducono danni paragonabili a quelli indotti dalle NP non rivestite.
Purtroppo non sono presenti studi in letteratura atti a valutare l’effetto del
rivestimento sulla tossicità delle nanoparticelle di biossido di zirconio, tuttavia
svariati sono quelli in relazione ad altre NP. Ad esempio Ahmed e co-autori
hanno incubato cellule staminali embrionali murine e fibroblasti embrionali
murini con AgNP rivestite e non con polisaccaridi. In entrambe le linee
cellulari, dopo 24 ore i trattamenti riducono del 50% la vitalità cellulare
alla dose di 50 µg/ml. Dopo 48 ore, invece, la vitalità cellulare in presenza
delle AgNP non rivestite resta del 50% mentre quella delle NP rivestite con
polisaccaridi si riduce al 20%. Gli autori spiegano questo fenomeno con una
migliore dispersione di questi nanomateriali rivestiti, mentre l’aggregazione
dei materiali non rivestiti riduce l’area superficiale disponibile, il rilascio ionico
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e la possibilità di accesso alle membrane (Amhed et al, 2008). Probabilmente
questo è uno dei motivi per cui la funzionalizzazione delle NP di biossido di
zirconio non ha ridotto il potenziale tossico del nanomateriale pristino, infatti
le ZrO2NP da noi testate sono state osservate sia all’interno che all’esterno
della cellula, anche sotto forma di aggregati/agglomerati.
Un aspetto che risulta interessante dai nostri risultati e che dovrebbe essere
preso in considerazione nello studio degli effetti tossici delle NP, riguarda gli
effetti valutati in una determinata finestra temporale dopo il trattamento con
le NP. Nel saggio CTA le cellule dopo aver subito un trattamento acuto (72
ore), vengono mantenute in coltura per un periodo prolungato di 4 settimane.
In tal modo è possibile osservare gli effetti a più “lungo” termine, perchè
se è vero che alcune NP sono in grado di esercitare la loro azione tossica
subito dopo il trattamento, in alcuni casi il danno necessita di più tempo per
esplicarsi. Il test di trasformazione cellulare viene utilizzato in alternativa
agli esperimenti in vivo a lungo termine, andando a risolvere problemi di tipo
etico ed economico legati all’utilizzo di animali per studi tossicologici.
Come per le ZrO2NP anche per le altre NP i risultati ottenuti sino ad ora,
relativi al loro potenziale tossico, risultano contrastanti. Gli approcci in
vitro con l’utilizzo di cellule umane in coltura sono spesso usati come dei
buoni sistemi per sostituire quelli animali (Hartung et al, 2004), tuttavia nella
valutazione dei risultati bisogna tenere presente che, a parità del tipo di NP
testate, la citotossicità risulta essere influenzata anche dal sistema cellulare
preso in esame (Rabolli et al, 2010).
Inoltre quando si studiano le risposte cito e genotossiche indotte da NP, oltre
alla diversità di sistemi cellulari e ad altri fattori intrinseci delle NP, occorre
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tenere in considerazione anche le possibili interferenze tra i nanomateriali
e le condizioni di sperimentazione. Un interessante studio di Gonzalez e
collaboratori dimostra, per esempio, che è possibile ottenere differenti gradi
di sensibilità in presenza o assenza di siero nelle colture cellulari (Gonzalez et
al, 2013).
In prospettiva di un utilizzo sempre maggiore di NP, è necessario condurre
ulteriori esperimenti di tossicità (potenziale cancerogeno e danno ossidativo
al DNA) sulle ZrO2NP, per offrire una più completa valutazione nell’ambito
dell’esposizione occupazionale per una maggiore protezione dei lavoratori.
Alla luce di quanto detto e dei risultati ottenuti in questo lavoro di tesi scatu-
risce l’importanza di indagare l’azione delle NP sui diversi sistemi biologici
a disposizione, mediante l’uso coordinato delle diverse metodiche tra loro
complementari, per poter valutare da molteplici punti di vista e mediante
endpoint differenti i meccanismi implicati che risultano essere multifattoriali.
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